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Alkylierungsschäden in der DNA und ihre biologische Bedeutung 
Die genomische Stabilität von Zellen und Organismen wird ständig durch 
Strukturveränderungen in ihrer DNA gefährdet. Dies kann sowohl das Schicksal von 
einzelnen terminal differenzierten Zellen beeinflussen, aber auch, falls Stamm- oder 
Keimzellen betroffen sind, negative Einflüsse auf die Integrität der Nachkommen 
oder der entsprechenden Zell-Lineage haben. Zu solchen Veränderungen gehören 
auch DNA-Alkylierungsschäden, die entweder durch endogene Prozesse entstehen 
oder durch exogene Noxen induziert werden können. Endogen entstehen sie häufig 
durch sekundäre Amine, den Nitrosaminen, die beispielsweise als Abbauprodukte 
aus Oxidationsschäden (Lipidperoxidation) entstehen oder aus Metaboliten des 
Zellstoffwechsels hervorgehen können wie dem S-Adenosylmethionin (Rydberg 
1982, Taverna 1996, Jakszyn 2006, Fu 2012). Exogene DNA-reaktive Nitrosamine 
werden unter anderem auch in Tabakrauch, in Nahrungsmitteln und im Wasser 
nachgewiesen (Beranek 1990, Tricker 1991, Ministry of Agriculture 1992, Bartsch 
1996, Hecht 1999, Wogan 2004). Solche DNA-alkylierenden Substanzen zeigen 
sowohl zytotoxische als auch mutagene und karzinogene Eigenschaften. Besonders 
gut untersucht sind in diesem Zusammenhang vor allem methylierende Nitrosamide 
und Nitrosamine, wie N-Methyl-N-nitroseharnstoff (MNU) und Methyl-N-nitro-N-
Nitrosoguanidin (MNNG) oder Alkylsulfate, wie Methylmethansulfonat (MMS) sowie 
deren homologen Ethyl-Verbindungen, dem N-Ethyl-N-nitroseharnstoff (ENU)     
(Abb. 1).  
 
A)                         B)                       C)  
Abb. 1: DNA-alkylierende Verbindungen: Auswahl einiger typischer in der Tumor- und 
Zellforschung eingesetzter alkylierender Verbindungen: A) Alkylalkansulfonat Verbindungen: 
Methylmethansulfonat (MMS) und Ethylethansulfonat (EMS); B) N-Nitroseharnstoff Derivate: 
Methylnitroseharnstoff (MNU) und Ethylnitroseharnstoff (ENU); C) N-Alkyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin 
Verbindungen: N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG); R = Rest (Methyl- [CH3] oder Ethyl- [CH2-







Bei der Reaktion von methylierenden Nitrosamiden wie MNU mit Wasser, entstehen 
intermediär kurzlebige, hochreaktive Methyl-Diazonium-Ionen, die über eine 
sogenannte SN2-Reaktion (nukleophile Substitution) direkte Alkylierungen in der DNA 
hervorrufen können (Ford 1990, Ekanayake und Lebreton 2005). Obwohl Sauerstoff 
(O)-Atome eine deutlich stärkere Bindung alkylierender Substanzen [Oxyphilie] 
ermöglichen als Stickstoff (N) – Atome, zeigen N-Verbindung mit 60-80 % aller 
induzierbaren Alkylierungsschäden den weitaus höchsten Anteil (Beranek 1990, Lu 
2005). Dabei sind vor allem die Positionen N7 des Guanins (N7-meG), N3 des 
Adenins (N3-meA) und N3 des Guanins (N3-meG) durch methylierende Substanzen 
am stärksten betroffen. Außerdem wird häufig die Phosphatgruppe zwischen den 
Zuckerresten alkyliert und es bilden sich Alkyl-Phosphotriester-Verbindungen (Dipple 
1995). Mit deutlich geringerer Häufigkeit entstehen auch O-Alkylierungsschäden an 
den Positionen O6 des Guanins (O6-meG) sowie an der O4- und O2-Position des 
Thymins (O4-meT, O2-meT; siehe Abb. 2) (Beranek 1990, Drabløs 2004).  
 
Abb. 2: MNU-induzierte Alkylierungsschäden an DNA-Basen: Die Abbildung zeigt die am 
häufigsten induzierten Alkylierungsschäden durch MNU an den unterschiedlichen Positionen in der 
DNA an. Es können am Adenin (A) — Thymin (T) (A) Basenpaar sowie am Guanin (G) --- Cytosin (C) 
(B) bis zu 15 verschiedene Schadenstypen durch alkylierende Substanzen auftreten. Die 
prominentesten Schäden stellen dabei N-Alkylierungen (rot), wie z.B. N
7
-Methylguanin (60-80 %) und 
N
3
-Methyladenin (7 %) oder O-Alkylierungen (grün), wie O
6
-Methylguanin (8 %) dar. Andere seltene 
Alkylierungsschäden ( ) sind z.B. O
4
-Methylthymidin (~0,4 %), O
2
-Methylthymidin (0,1 %), O
2-








Trotz der geringen Bildungsrate von O-Alkylierungsschäden wird speziell dem O6-
meG wegen seines mutagenen und karzinogenen Potentials eine weit bedeutsamere 
biologische Wirkung zugeschrieben als den N-Alkylierungsschäden (Gerson 2004, 
Roos 2004, Kaina 2007, Fu 2012). Das mutagene Potential des O6-meG entwickelt 
sich aus einer Basenfehlpaarung während der Replikation (Pegg 1984). Eine 
Alkylgruppe an dem O6-Atom des Guanin verändert die Basenpaarung durch den 
Verlust einer Wasserstoffbrückenbindung, so dass während der Replikation im 
neusynthetisierten Strang fälschlicherweise ein Thymin anstelle eines Cytosins 
eingebaut wird. Es entsteht eine O6-meG:T Basenfehlpaarung. Ohne Reparatur führt 
diese Fehlpaarung in der nächsten Replikation einerseits zu einer erneuten O6-
meG:C  O6-meG:T Fehlpaarung in der nachfolgenden Tochterzelle, andererseits 
zu einer persistierenden G:C nach A:T Mutation im Genom. Dieser Prozess scheint 
die Hauptursache für die mutagene Wirkung von O6-G-alkylierenden Substanzen zu 
sein (Margison 2002) (Abb. 3).  
 
Abb. 3: Mutagene Effekte durch O
6
-meG-Schäden nach der Replikation: Bei Abwesenheit 
spezifischer Reparatursysteme für O
6
-meG können während der ersten zwei Replikationszyklen 
sowohl zytotoxische Vorgänge als auch Mutationen ausgelöst werden. Dabei verursacht ein O
6
-meG 
in der DNA (blau) nach der ersten Replikation zunächst eine O
6
-meG:CO6-meG:T 
Basenfehlpaarung, die nach der zweiten Replikation in je einer der vier Tochterzellen eine weitere O
6
-
meG:CO6-meG:T Basenfehlpaarung (blau/rot) und zudem eine A:T Mutation (rot) induziert. 
 
Neben seiner mutagenen Wirkung ist auch der zytotoxische Effekt von 
persistierenden O6-meG-Addukten lange bekannt, ohne das man diesen auf 






zurückführen kann. Die derzeit gültige Hypothese zur zytotoxischen Wirkung dieser 
DNA-Läsion ist relativ komplex und wird in Kap. 1.3.1 näher erläutert. 
 
1.1 Reparatur von Alkylierungsschäden in der DNA 
Viele der durch Basenalkylierung induzierten strukturellen Veränderungen in der 
DNA sind von großer Bedeutung, da sie nicht nur zytotoxische sondern auch 
mutagene und karzinogene Effekte im Organismus auslösen können. Werden diese 
Schäden nicht repariert, kann es durch die Entstehung von Mutationen zu 
chromosomalen Veränderungen kommen, die eine Progression von malignen 
Transformationen begünstigt oder aber zum Zelltod führt (Sugasawa 1998). Deshalb 
ist die Reparatur solcher Schäden für das Überleben des Organismus essenziell. In 
den letzten Jahren sind viele unterschiedliche Reparatursysteme entdeckt worden, 
die sich in Komplexität, Spezifität und Effizienz unterscheiden (Liu und Gerson 2006). 
Sie können DNA-Schäden entweder direkt über kleine Reparaturproteine oder mit 
Hilfe komplexer Reparaturwege entfernen (Abb. 4). 
 
 
Abb. 4: Übersicht zu den verschiedenen DNA-Schadenstypen und den wichtigsten zugehörigen 
Reparatursystemen: Jedes Reparatursystem besitzt ein Spektrum an DNA-Schäden, die effizient 
repariert werden können. In der Grafik dargestellt sind die heute bekannten Reparatursysteme sowie 
deren individuellen DNA Modulatoren, die spezifische DNA-Schäden induzieren und von dem 






Für die Reparatur von O6-meG sind verschiedene Reparaturwege bislang bekannt, 
die sowohl prä- als auch post- replikativ eingreifen können (siehe Kap. 1.2.2). Zudem 
ist ein Zusammenspiel mehrerer Reparatursysteme an der Entfernung dieses 
Schadenstyps möglich. Eine wichtige Rolle spielt dabei möglicherweise der 
Nukleotid- Exzisions-Reparaturweg (siehe Kap. 1.3.3).  
 
1.2 Direkte Reparatur von DNA-Schäden 
1.2.1 AlkB Homolog (α-ketoglutarat abhängige Dioxygenase) 
Das AlkB Homolog gehört zu den α-ketoglutarat und Fe(II)-abhängigen 
Dioxygenasen. Die humanen AlkB Homologe ABH2 und ABH3, die analog zu alkB 
aus E. coli sind (Kaina 2007), spielen eine große Rolle bei der Entfernung von N-
Alkylierungsschäden. Vor allem Methylierungen an den Positionen N1 des Adenins 
(N1-meA), N3 des Cytosins (N3-meC), N3 des Thymins (N3-meT) und N1 des Guanins 
(N1-meG) werden von ABH2 und ABH3 erkannt. Dabei bindet das ABH2 mit höherer 
Präferenz an Doppelstrang-DNA, ABH3 besser an Einzelstrang DNA/RNA. Die 
Reparatur erfolgt über eine oxidative Demethylierung der Alkylgruppe, so dass die 
ursprüngliche Basenpaarung wiederhergestellt wird (Abb. 5). 
 
Abb. 5: Reparatur von N-Alkyl-Schäden durch ABH2 und ABH3 Reparaturproteine: Über 
oxidative Demethylierung werden die N-Alkyl-Schäden entfernt (Fu 2012). 
 
1.2.2 Methyl-Guanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) 
Bei der Entfernung von kritischen Läsionen wie O-Alkylierungsschäden ist eine 






Überleben der Zelle und des Organismus gesichert wird. Frühe Untersuchungen von 
Samson et al. (1988) in E. coli beschreiben eine Reparatur von O6-meG-Schäden 
durch die bakterielle DNA-Methyltransferase (ada Protein). Die Entfernung der 
Läsion erfolgt dabei über eine Einzelschrittreparatur, bei der die Methylgruppe an der 
geschädigten Base entfernt wird. Später ist als funktionelles Homolog zu ada in 
Eukaryoten das Reparaturprotein O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) 
beschrieben worden. Das MGMT-Protein erkennt in der Doppelstrang-DNA 
spezifisch Alkylgruppen an der O6-Position vom Guanin und überträgt diese Reste 
auf ein internes Cystein im aktiven Zentrum. Durch diese Reaktion wird die MGMT 
irreversibel inaktiviert (Suizid-Protein) und nachfolgend durch einen 
Ubiquitinierungsprozess über das Proteasom degradiert (Srivenugopal 1996, Xu-
Welliver und Pegg 2002, Mollwitz 2012) (Abb. 6).  
 
 
Abb. 6: MGMT-gekoppelte Reparatur von O
6
-meG in der DNA: Durch den Transfer der 
Methylgruppe auf das Akzeptormolekül Cystein im aktiven Zentrum der MGMT wird der O
6
-meG-
Schaden behoben. Die MGMT wird durch die Bindung inaktiviert und degradiert (Silber 2012). 
 
Die MGMT ist vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert und wird erst nach DNA-
Alkylierung über ein Holoprotein in den Zellkern rekrutiert (Lim 1996). Die Effizienz 
der MGMT-Reparatur hängt ab von der akuten Anzahl an O6-meG-Addukten sowie 
vom zellulären Proteinvorrat und von der jeweiligen Neusyntheserate. In einer 
ganzen Reihe von Studien ist gezeigt worden, dass die MGMT-vermittelte Reparatur 






Verbindungen erheblich reduziert (Dolan 1990, Pegg 1990). Umgekehrt führt ein 
Verlust der zellulären MGMT-Aktivität zu schweren Folgen für die Zelle durch einen 
erhöhten Zelltod in schnell proliferierenden Zellen (Knochenmark, Thymus) und ist 
assoziiert mit Apoptose und chromosomalen Veränderungen (Schwester-Chromatid-
Austausch (SCE)) (Kaina 1985, Fu 2012). Dies ist auch in MGMT-knockout Mäusen 
bestätigt worden, welche zwar keinen auffälligen Phänotyp zeigen, aber eine hohe 
Sensitivität gegenüber den genotoxischen Effekten methylierender Agenzien 
aufweisen. Dies manifestiert sich in deutlich erhöhten Mutations- und Tumorraten im 
Vergleich zu entsprechenden Wildtypmäusen (Glassner 1999, Kaina 2007). Dieser 
Effekt kann auch für die Tumortherapie eine wichtige Rolle spielen, da die 
Expression der MGMT nicht nur im Normalgewebe stark variiert, sondern auch 
zwischen Normal- und Tumorgewebe (Margison 2003). Als ein effizienter Inhibitor 
der MGMT ist in den 90er Jahren das Substrat O6-Benzylguanin (O6-BG) etabliert 
worden. Als nicht-toxisches Guanin-Analog blockiert O6-BG die MGMT durch 
Bindung an deren aktiven Zentrum und sorgt für eine dauerhafte Inaktivierung der 
MGMT (Dolan 1990).  
 
1.3 Behebung von DNA-Schäden durch komplexe Reparatursysteme 
1.3.1 Mismatch-Reparatur (MMR) 
Entstehen durch Replikationsfehler, Oxidations- und Methylierungsprozesse 
Basenfehlpaarungen in der DNA, wird die Mismatch-Reparatur (MMR) initiiert 
(Modrich und Lahue 1996, Umar und Kunkel 1996, Christmann 2003). Die MMR 
erkennt dabei sowohl Fehlpaarungen unmodifizierter Basen (wie G:T, A:C oder C:C) 
als auch durch chemische Modifikation hervorgerufene Helixstrukturänderungen wie 
bei 8-oxo-Guanin-Schäden (8-oxoG:C) (Colussi 2002). Die MMR scheint auch bei 
der Erkennung und Prozessierung von O6-meG-induzierten Basenfehlpaarungen 
eine wichtige Rolle zu spielen und greift vor allem auf die post-replikative O6-meG:T 
Situation zu (Duckett 1996, Quiros 2010). Die Schadenserkennung erfolgt über die 
Phosphorylierung des MutSα Komplexes, bestehend aus den Proteinen MSH2 und 
MSH6, der an die geschädigte DNA-Stelle bindet (Kaina 2007). Im weiteren Verlauf 
rekrutiert MutSα den MutLα Komplex, zusammengesetzt aus den Komponenten 






Exonuklease I die modifizierte Base, zusammen mit einer großen Anzahl 
benachbarter Nukleotide (Genschel 2002). Die Neusynthese erfolgt dann über die 
DNA-Polymerase δ (Pol δ) (Longley 1997) (Abb. 7). Bei bestehenden O6-meG:T 
Basenfehlpaarungen in der DNA versucht das MMR-System das Problem zu 
beheben, indem die Exonuklease I den Thymin-Rest entfernt und die Polymerase δ 
wiederum erneut ein T gegenüber O6-meG einbaut. Durch diese wiederkehrenden 
Reparaturzyklen (“futile repair cycles“) werden langanhaltende, ausgedehnte 
Einzelstrangbrüche induziert, die im weiteren Verlauf zu Doppelstrangbrüchen und 
der Induktion von Apoptose führen können (Margison 2002, Roos 2004). Für die 
Tumortherapie stellt die Funktionalität der MMR offenbar einen wichtigen Indikator 
dar, denn die Expression der MutSα Komponenten korreliert mit der Sensitivität 
gegen alkylierende Agenzien (Kaina 2007).  
 
 
Abb. 7: Reparatur von Basenfehlpaarungen durch die Mismatch-Reparatur: Der MutSα 
(MSH2/MSH6) Komplex ist der Initiator in der Schadenserkennung. Er leitet durch Bindung an den 
MutLα (MLH1/PMS2) Komplex die Exzision der fehlgepaarten Base über die Exonuklease I ein. 
Abschließend erfolgt die Neusynthese und Ligation des neusynthetisierten Stranges über die 






Umgekehrt führt ein funktioneller Ausfall der MMR auch bei mangelhafter Reparatur 
von O6-meG-Schäden sowohl bei Mäusen als auch bei Zelllinien zur Toleranz 
gegenüber Alkylanzien (methylation tolerance) und ist mit hohen Mutationsraten und 
einer stark erhöhten Tumorinzidenz verknüpft (Karran 1996, Kawate 1998, Jirincy 
2006, Kaina 2007).  
 
1.3.2 Basen-Exzisions-Reparatur (BER) 
Einen weiteren effizienten Reparaturweg für DNA-Läsionen stellt die Basen-
Exzisions-Reparatur (BER) dar. Diese erkennt vorwiegend Basenschädigungen im 
Genom, insbesondere die Alkylierungsschäden N7-meG und N3-meA (Drabløs 2004). 
Aber auch spontane oder exogen induzierte Oxidationsschäden (z.B. 8-oxo-G) sowie 
hydrolytische Deaminierungen und die Folgen ionisierender Strahlung stellen 
Substrate für die BER dar (Engelward 1997, Christmann 2003, Barnes und Lindahl 
2004, Prasad 2011) (Abb. 8). Bei der BER erfolgt die Erkennung und Markierung des 
Schadens über eine Glykosylase, die durch Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung 
nur die modifizierte Base entfernt, aber das Zucker-Phosphat-Rückgrat des 
betroffenen Stranges zunächst intakt lässt (Schärer und Jirincy 2001, Kondo 2010). 
An den dadurch entstandenen Apurin/Apyrimidin (AP) Stellen schneiden 
anschließend AP-Endonukleasen ein und erzeugen einen Einzelstrangbruch, an 
dessen Enden ein 5‘-Desoxyribose-5-Phosphat (5‘dRP) und ein 3’OH entstehen 
(Wilson und Barsky 2001). 
Die Reparatur dieser Lücke kann nun entweder über den „short patch“ oder den 
„long patch“ Weg abgeschlossen werden. Bei dem „short patch“-Mechanismus wird 
zunächst das 5’dRP mit Hilfe der Polymerase β entfernt (Matsumoto 1995) und 
anschließend die Lücke mit einem Nukelotid resynthetisiert (Sobol 1996). Die 
Ligation erfolgt entweder über die Ligase I oder den XRCC1-Ligase III Komplex. Bei 
der „long patch“ BER werden meist mehrere Nukleotide im geschädigten DNA-
Abschnitt ersetzt. Die Bindung von XRCC1 an die Poly(ADP-ribose)-Polymerase 
(PARP) leitet dabei die Reparatur ein. Die Polymerasen δ oder ε ersetzen in 
Verbindung mit dem “proliferating cell nuclear antigen“ (PCNA) die entfernte Base 
und synthetisieren eine bis zu 10 Nukleotide lange Sequenz in 5‘ Richtung in die 






Substanzen durch Entstehung toxischer Intermediate. Die Folgen sind Strangbrüche 
und Zelltod (Engelward 1997, Kaina 2007). Untersuchungen zeigen, dass O6-meG 
kein Substrat der BER darstellt (Elder 1998). 
 
Abb. 8: Reparatur von Basenschäden in der DNA durch die Basen-Exzisions-Reparatur (BER): 
Basenschäden werden von einer Glykosylase erkannt und entfernt. Die resultierten AP-Seiten werden 
anschließend von einer AP-Endonuklease eingeschnitten und entweder über die short patch oder die 
long patch BER repariert. Dabei werden in beiden Wegen 5’dRP Intermediate entfernt und die 
ausgeschnittene Base ersetzt. Die Ligation erfolgt über Ligase I oder den Ligase III-XRCC1 Komplex 
(Christmann 2003). 
 
1.3.3 Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) 
Die NER ist ein sehr effizienter und variabler Reparaturweg, der ein breites Spektrum 
an unterschiedlichen DNA-Schadenstypen detektieren und reparieren kann 
(Friedberg 2001, Sancar 2004, Fousteri 2008). Dazu zählen UV-induzierte 
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und Pyrimidin (6-4) Pyrimidon Addukte (6-4 PP), 






der DNA so verändern, dass es zum Verlust von Basenpaarungen kommt (Kim und 
Choi 1995). Gleiches gilt für 1,2-Intrastrang DNA-Verknüpfungen, die durch 
bifunktionale Substanzen wie Cisplatin hervorgerufen werden. Aktuelle Studien 
weisen zudem auf eine Beteiligung der NER an der Reparatur von Cisplatin-
induzierten Interstrang Verknüpfungen hin (Ziehe 2012). Weitere typische Substrate, 
sogenannte „bulky adducts“, hervorgerufen durch genotoxische Substanzen wie 
Aflatoxin B oder Benz[o]apyren, werden ebenfalls über den NER-Weg entfernt 
(Hanawalt 2001, Christmann 2003). Frühe Untersuchungen in E. Coli Bakterien 
(Setlow 1964, Boyce 1964, Gillet und Schärer 2006) zeigen den speziellen 
Mechanismus des NER-Weges auf, der nach neueren Studien auch in vielen 
Eukaryoten konserviert ist (Petit und Sancar 1999, Hanawalt 2001). Dabei gleicht der 
NER-Weg einem “cut and patch“- Mechanismus, bei dem nach der 
Schadensdetektion eine kurze Nukleotidsequenz, die den Schaden enthält, über 
duale Inzision entfernt wird. Anschließend wird die Lücke mit Hilfe des 
ungeschädigten Stranges als Vorlage resynthetisiert (Gillet und Schärer 2006, 
Fousteri 2008). An diesem komplexen Reparatur-Mechanismus sind über 30 
Proteinkomponenten beteiligt (Tab. 1). Bei der NER unterscheidet man zwei 
spezielle Teilwege, die globale genomische Reparatur (GG-NER) und die 
Transkriptions-gekoppelte Reparatur (TC-NER). 
Die GG-NER entfernt mit unterschiedlicher Effektivität und vergleichsweise 
langsamer Kinetik DNA-Schäden aus dem gesamten Genom, während die TC-NER 
effizient und schnell Schäden spezifisch aus dem transkribierten Strang aktiver Gene 
eliminiert (Selby und Sancar 1991, 1993). Der Ablauf beider Mechanismen ist 
prinzipiell gleich, sie variieren lediglich in der Schadenserkennung und 
Reparatureinleitung. Bei der GG-NER wird der DNA-Schaden durch Bindung des 
DNA “damage-binding protein 1/2“ (DDB1/DDB2) -Komplexes detektiert (Wakasugi 
2002), dessen Anwesenheit die Rekrutierung des XPC/hHR23B Heterodimers zur 
Schadensstelle zur Folge hat (Sugasawa 1998, Wang 2007).  
Im Gegensatz dazu wird der Schaden bei der TC-NER während der Transkription 
durch die Arretierung der RNA-Polymerase II am DNA-Schaden erkannt, die 
daraufhin einen Komplex aus den Proteinen CSA und CSB zur Schadensstelle 
rekrutiert, um die NER einzuleiten. Im weiteren Verlauf beider Mechanismen wird ein 
Multi-Enzymkomplex (TFIIH), bestehend aus den Helikasen XPB und XPD sowie den 






2001). Die ATP-abhängigen Helikasen XPB und XPD entwinden die DNA und 
ermöglichen so den Zugang weiterer Reparaturproteine zur Läsion (Evans 1997). 
Dabei entstehen kurze Einzelstrang-Überhänge (3‘ flaps), an denen RPA und XPA 
binden, um den DNA-Schaden zu verifizieren (Missura 2001, Fousteri 2008). 
 
Tab. 1: Ausgewählte Komponenten der NER und ihre Bedeutung in der Reparatur: (modifiziert 
nach Gillet und Schärer 2006) 

























XPA XPA 31 kDa Verifizierung des Schadens, 





RPA 1-3 14-68 kDa Bindung an XPA, Interaktion 



















5‘ Endonuklease, Bindung an 
TFIIH 







RFC 1-5 38-128 kDa Bindung mit PCNA, XPA  
PCNA PCNA 
(Trimer) 
3x29 kDa  
(261 kDa) 
  
Pol δ Pol δ  DNA-Polymerase,  
Bindung mit PCNA 
 
Pol ε Pol ε  DNA-Polymerase, 
Bindung mit PCNA 
 







Die spezifischen Endonukleasen XPG (3‘-5‘ Aktivität) und XPF/ERCC1 (5‘-3‘ 
Aktivität) schneiden anschließend, beginnend am Schaden, eine Nukleotidsequenz 
von 25-32 Nukleotiden heraus. An der entstandenen Lücke bindet PCNA in 
Verbindung mit dem “replication factor C“ (RFC) und koordiniert mit den 
Polymerasen δ und ε die Resynthese (Gillet und Schärer 2006). Die Ligation erfolgt 
abschließend über die Ligase I (Abb. 9).  
 
 
Abb. 9: Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER): Die NER beinhaltet zwei distinkte 
Schadenserkennungsmechanismen, die globale genomische Reparatur (GG-NER) und die 
Transkriptions-gekoppelte Reparatur (TC-NER), die an der Reparatur verschiedener DNA-Schäden 
beteiligt sind (Melis 2011).  
 
Funktionale Defekte in einzelnen Komponenten des NER-Weges führen zu schweren 
humanen Erkrankungen wie Xeroderma Pigmentosum (XP), Cockayne Syndrom 
(CS) und Trichothiodystrophy (TTD). Primäre Zellen von XP-Patienten weisen dabei 






Personen zeigen häufig eine stark erhöhte Sensitivität gegen UV-Strahlung sowie 
neuronaler Degenerationen. XP-Patienten haben zudem ein über 1000-fach erhöhtes 
Risiko für Hautkrebs (de Boer und Hoeijmakers 2000, Gillet und Schärer 2006). XP-
defiziente Mäuse zeigen im Gegensatz dazu meist nur einen sehr abgeschwächten 
Phänotyp (de Boer und Hoeijmakers 1999, Hoeijmakers 2001).  
Bei der Entfernung von kritischen O6-meG-Läsionen scheint neben der MGMT und 
der MMR möglicherweise auch die NER von Bedeutung zu sein. Daten von Samson 
et al. (1988) aus Experimenten an E. coli zeigen, dass neben dem MGMT-Analog 
ada auch die NER-Faktoren UvrA/B/C an der Reparatur von O6-meG beteiligt sind.  
 
1.3.4 Fanconi Anämie/BRCA-Signalweg (FA) 
Die Fanconi Anämie (FA) wurde 1927 von G. Fanconi beschrieben und stellt eine 
autosomal rezessive x-chromosomale Erberkrankung dar, die mit schweren 
klinischen Befunden einhergeht (Fanconi 1927, Kennedy und D’Andrea 2005, Kim 
und D‘Andrea 2012). Charakteristisch sind multiple kognitive Abnormitäten, 
Entwicklungsstörungen wie verkürzter Körperbau oder Daumenveränderungen sowie 
fortschreitende Knochenmarkdefekte (Panzytopenie, Leuko- und Thrombozytopenie) 
und erhöhte Tumorinzidenz (San Philippo 2008, Shimamura 2010). FA-Patienten 
entwickeln schon im Kindesalter häufig akute Leukämien aufgrund zunehmender 
Schädigungen des Knochenmarks sowie myeolide Tumoren oder Leber- und Kopf-
Hals-Tumoren im Erwachsenenalter (D’Andrea und Grompe 2003, Soulier 2011, Kim 
und D’Andrea 2012). Auf molekularer Ebene beruht die FA auf einer 
Keimbahnmutation, die zu einem kompletten Funktionsverlust in einem der aktuell 15 
bekannten Fanconi Gene führt (FancA, -B, -C, -D1, -D2, -E, -F, -G, -L, -M, -N, -O, -P) 
(Garner und Smogorzewska 2011, Kim und D’Andrea 2012).  
Dabei zeigen primäre Zellen von FA-Patienten spontane Chromosomenbrüche sowie 
Hypersensitivitäten nach Gabe von Strang-verknüpfenden (cross-link) DNA-reaktiven 
Substanzen wie Mitomycin C (MMC), Diepoxybutan (DEB) oder Cisplatin. Dies 
belegt die maßgebliche Beteiligung des FA-Signalweges auch an der Reparatur von 
Interstrang „cross-links“ (ICL) und DSB in der DNA. ICL‘s stellen Quervernetzungen 
zwischen den beiden DNA-Strängen dar, die bidirektionale Blockaden für die 
Polymerasen während der Replikation und Transkription verursachen (Sancar 2004, 






Der FA-Weg stellt einen sehr komplexen Mechanismus dar, der aus zahlreichen 
regulatorischen Komponenten besteht. Zusammengesetzt ist dieser Mechanismus 
aus einem nuklearen E3 Ligase Kernkomplex (FancA, -B, -C, -E, -F, -G, -L, -M, 
FAAP20, -24 und -100), einem Chromatin-assoziierten ID (FancD2 und FancI) -
Komplex und den weiteren Effektorproteinen FancD1/BRCA2, FancJ/BRIP/BACH1, 
FancN/PALB2, FancO/Rad51c und FancP/SLX4 (Kennedy und D’Andrea 2005, 
Leung 2012). Treten DNA-Läsionen wie ICL oder DSB durch UV- oder IR-Exposition 
oder durch Substanzen wie Mitomycin C, Diepoxybutan und Cisplatin während der S-
Phase (Taniguchi 2002) auf, wird der Signalweg aktiviert. Dazu monoubiquitiniert der 
Kernkomplex das FancD2/I-Dimer und rekrutiert es zur Schadensstelle. Die 
Monoubiquitinierung erfolgt über das FancL-Protein in Verbindung mit der Ubiquitin 
E2 Ligase (UBE2T) am Lysin 561 des FancD2-Proteins sowie am Lysin 523 von 
FancI. Unter Bildung von Reparaturfoci wird der ID-Komplex zur Schadensstelle 
transloziert und leitet mit den Effektorproteinen die Reparatur ein (Knipscheer 2009, 
Garner und Smogorzewska 2011) (Abb. 10). 
 
 
Abb. 10: Aktivierung des FA/BRCA-Signalweges in der DNA: Während der S-Phase wird der FA-
Signalweg durch DSB oder ICL aktiviert. Dabei monoubiquitiniert der Kernkomplex den FancD2/I-
Komplex, der daraufhin zur Schadensstelle rekrutiert wird. Unter Beteiligung weiterer FA-Proteine wird 
die Reparatur der DNA-Läsionen eingeleitet (Wang 2008). 
 
Ausschlaggebend für die Aktivierung des FA-Signalweges sind die beiden 






phosphorylieren mehrere FA-Proteine des Kernkomplexes sowie FancD2 und 
verstärken dadurch deren Aktivierungspotential (Matsuoka 2007, Wang 2007a). ATM 
wird dabei durch UV oder vorhandende DSB aktiviert, während ATR nach 
genotoxischem Stress über Bindung an RPA an vorhandene Einzelstrang-DNA 
rekrutiert wird (Kennedy und D’Andrea 2005, Jones 2012). 
Über eine Beteiligung der Fanconi-Proteine an der Reparatur von 
Alkylierungsschäden ist bisher wenig bekannt. Untersuchungen von Chen et al. 
(2007) beschreiben, dass ein Ausfall von FancD2 zu einer erhöhten Sensitivität 
gegenüber TMZ führt. Auch Arbeiten von Kondo et al. (2011) unterstützen diese 
Ergebnisse, wonach murine Mausfibroblasten mit einem funktionellen Ausfall im 
FancD2-, FancD1/BRCA1- oder FancG-Protein deutlich empfindlicher gegenüber 
den zytotoxischen Effekten von TMZ reagieren als Wildtypzellen, während FancA(-/-)-
oder FancC(-/-)-Fibroblasten keine erhöhte TMZ-Sensitivität zeigen. 
 
1.3.5 Weitere Reparatursysteme 
Zusätzlich zu den oben aufgeführten Reparatursystemen gibt es noch weitere 
Reparaturmechanismen, die unterschiedliche Schadenstypen aus der DNA entfernen 
können. Dabei stellen neben den strukturverändernden Basenalkylierungen auch 
endogen prozessierte sowie durch ionisierende oder UV- Strahlung induzierte 
Doppelstrangbrüche (DSB) sehr gefährliche DNA-Läsionen dar, da bereits ein 
Doppelstrangbruch zum Tod der Zelle führen kann (Hartlerode 2009). In 
Säugerzellen können solche Schäden über zwei Mechanismen repariert werden, die 
Homologe-Rekombinations-Reparatur (HRR) oder das Non-homologous end joining 
(NHEJ). Die HRR läuft vorwiegend in der S- und G2-Phase ab und findet in der 
Regel fehlerfrei statt, da eine homologe DNA-Sequenz als Vorlage zur Verfügung 
steht. Das NHEJ dagegen verknüpft während der G0- und G1-Phase lediglich die 
geschädigten DNA-Enden ohne eine entsprechende DNA-Sequenz als Vorlage. 
Durch den möglichen Verlust von Geninformationen ist damit dieser Mechanismus 
sehr fehlerbehaftet (San Filippo 2008, Kondo 2010). Im Zusammenhang mit 
alkylierenden Agenzien können auch DSB entstehen, die dann unter Umständen ein 







1.4 Gleichgewicht zwischen Reparatur und Toleranz von O6-meG-Schäden?  
Auf Strukturveränderungen durch Alkylierungsschäden in der DNA kann eine Zelle 
entweder mit dem Versuch reagieren, diesen Schaden zu reparieren und dadurch 
das Zellüberleben zu sichern, oder durch Induktion pro-apoptotischer Prozesse zu 
verhindern, dass Folgeschäden wie Mutationen oder Tumore entstehen (Modrich und 
Lahue 1996, Komori 2009). Welcher dieser beiden Wege dominiert, ist abhängig von 
der Art der Schäden und deren Häufigkeit. Die Entscheidung ist besonders wichtig 
bei den kritischen O6-meG-Läsionen, da sie nicht nur zytotoxische, sondern auch 
stark mutagene und karzinogene Folgen haben. Eine Möglichkeit, DNA-
Alkylierungsschäden zu tolerieren, ist der Einsatz der Transläsionssynthese (TLS). 
Durch verschiedene DNA-Polymerasen (η, κ, ι, ζ und REV1), die einen Verlust der 
3‘-5‘ Korrektur aufweisen, können vermehrt Basenfehlpaarungen und andere 
strukturelle Schäden in der DNA toleriert werden (Christman 2003, Sale 2012). Als 
Folge steigt die Mutationsfrequenz in der Zelle und damit das Risiko der malignen 
Transformation (Engelbergs 2000, Jones 2012). Durch eine Toleranz der DNA-
Schäden wird allerdings der Zelle eine ungehinderte Replikation gewährleistet und so 
das Überleben gesichert (Friedberg 2005). Durch welche Signale O6-meG-Läsionen 
in der DNA geduldet (Mutagenese/Karzinogenese) oder pro-apoptotische Prozesse 
(Zytotoxizität) induziert werden können, ist bislang wenig bekannt. Wichtig dabei aber 
scheint der Einfluss der unterschiedlichen Reparaturmechanismen zu sein, die 
entweder mutagene oder zytotoxische Effekte auslösen (Modrich und Lahue 1996, 
Meikrantz 1998).  
 
1.5 Zusammenhang zwischen Zytotoxizität, Mutagenese und Karzinogenese  
von O6-Methylguaninschäden  
Die aufgeführten Reparaturmechanismen zeigen, dass DNA-Alkylierungsschäden 
sehr individuell repariert werden können. Für die als besonders kritisch eingestuften 
O6-meG-Läsionen zeigen die unterschiedlichen Reparaturvorgänge verschiedene 
Auswirkungen, woraus die zytotoxischen und mutagenen Effekte dieses 
Schadenstyps resultieren. Mutagene Eigenschaften durch O6-meG, ohne 
Einbeziehung funktioneller Reparatursysteme, entstehen durch persistierende 






Basenfehlpaarung, die nach einer weiteren Replikation zu einer fixierten Mutation im 
Genom führt (Margison 2002). Zytotoxische Ereignisse durch O6-meG-Schäden sind 
mit dem post-replikativen Einsatz der Mismatch-Reparatur verbunden. Durch 
wiederholte Reparaturzyklen im neusynthetisierten Strang versucht die MMR den 
Schaden durch Exzision des vermeintlich fehlgepaarten Thymin-Restes zu entfernen, 
setzt allerdings nach jedem Zyklus erneut ein Thymin anstelle eines Cytosins ein. 
Diese futile repair cycles verursachen mit der Zeit Einzelstrangbrüche in der DNA, 
die im weiteren Verlauf Doppelstrangbrüche generieren und zum Zelltod führen 
(Modrich und Lahue 1996, Meikrantz 1998, Roos 2004, Kaina 2007, Komori 2009) 
(Abb. 11).  
 
Abb. 11: Reparatursysteme für die Entfernung von O
6
-meG aus der DNA: Diese Grafik zeigt die 
unterschiedlichen Reparaturwege, die an der Beseitigung von O
6
-meG-Schäden beteiligt sind sowie 
deren biologischen Konsequenzen durch persistierende Schäden in der DNA. MGMT = Methyl-
Guanin-DNA-Methyltransferase, POL= DNA-Polymerase, MutSα=Komponenten der Mismatch-
Reparatur (MMR) (Allan und Travis 2005). 
 
1.6 Ein alternativer Reparaturweg für O6-meG-Läsionen 
In der Arbeit von Nickel (Dissertation 2010) ist ein neuer, alternativer Reparaturweg 
in Säugerzellen identifiziert worden, der parallel zu den bekannten 







Im Gegensatz zu der direkten Demethylierung durch das MGMT-Protein wird der O6-
meG-Schaden bei dem alternativen Reparaturweg über einen NER-ähnlichen 
Exzisionsmechanismus entfernt. Mit Hilfe verschiedener biochemischer und 
zellbiologischer Methoden wird an humanen Fibroblastenzelllinien und Primärzellen 
gezeigt, dass das XPC-Protein (NER) sowie das FancD2-Protein (FA) die 
Hauptfaktoren dieses Reparaturweges darstellen. Interessant dabei ist, dass XPC 
und FancD2 auch unabhängig von endogener MGMT-Aktivität den O6-meG-Schaden 
entfernen können. Dieser Mechanismus scheint demnach eigenständig und parallel 
zum MGMT-Protein spezifisch für die Entfernung von O6-G-Alkylierungen zu sein. 
Durchgeführte Bindungsstudien belegen zudem, dass die Erkennung des Schadens 
durch das XPC-Protein erfolgt und auf die prä-replikative O6-meG:C Situation 
beschränkt ist, da O6-meG:T Basenpaare nicht von diesem Reparaturweg erkannt 
werden. 





2 Ziel der Arbeit 
In dieser Dissertation sollte zunächst untersucht werden, welchen relativen Beitrag 
der neu beschriebene, alternative Reparaturweg für die Entfernung von O6-meG-
Addukten aus der DNA verschiedener Typen von Säugerzellen leistet. Das wurde 
nach Exposition mit dem Alkylanz MNU sowohl an humanen Zelllinien als auch an 
primären Mauszellen in vivo in An- oder Abwesenheit der MGMT-Aktivität mit einem 
quantitativen Immunzytologischen Assay (ICA) gemessen. Weiterhin sollte geprüft 
werden, ob bestimmte Proteine des „klassischen“ Nukleotid-Exzisions-Weges und 
des Fanconi-Anämie (FA)-Komplexes essentielle Komponenten für diese Reparatur 
darstellen. Um dabei keinen Fehlschlüssen durch die „unnatürliche Situation“ in 
Zelllinien zu unterliegen, wurden Reparaturkinetiken für das O6-meG-Addukt 
vorrangig in verschiedenen Gewebe-/Zelltypen von Wildtypmäusen im Vergleich zu 
Reparatur-defizienten (XPC(-/-), XPA(-/-), FancD2(-/-)) Stämmen durchgeführt. 
Im zweiten Teil der Arbeit sollte die relative Bedeutung der beiden Reparaturwege 
(MGMT und alternativer Reparaturweg) für den Schutz vor den biologischen 
Auswirkungen einer Alkyanzien-Exposition in vivo bestimmt werden. Analysiert 
werden sollte dabei an den verschiedenen Mausstämmen, wobei insbesondere das 
Ausmaß der zytotoxischen Effekte im hämatopoetischen System sowie die Frequenz 
der mutagenen und karzinogenen Endpunkte nach einmaliger Behandlung mit MNU 
im Fokus der Arbeit stand. 
In der Zusammenschau sollten diese Daten dann eine Abschätzung der biologischen 
Relevanz der beiden DNA-Reparaturfunktionen für die Aufrechterhaltung der 
genomischen Stabilität und für das Zellüberleben erlauben. 
 
 










3.1.1 Verwendete Geräte 
 
ABI 3130 Sequencer    Applied Biosystems, Kalifornien (USA) 
Agarosegel Dokumentationssystem  Vilber Lourmat, Eberhardzell (DE) 
C1000 Thermal Cycler    Bio-Rad, Hercules (USA) 
Cellspin Zentrifuge R2    Tharmac, Waldsolms (DE) 
Centrifuge 5415D     Eppendorf, Hamburg (DE) 
CO2 Inkubator (C200)    Labotect, Göttingen (DE) 
Cuvettes: 0.1cm Gene Pulser   Bio-Rad, Hercules (USA) 
FACS vantage SE Diva    BD, San José (USA) 
Feinwaage      Sartorius, Göttingen (DE) 
Fluoreszensmikroskop    Zeiss, Jena (DE) 
Gene Pulser (Elektroporation)   Bio-Rad , Hercules (USA) 
HB 500 Minidizer Hybridization Oven   UVP, Kalifornien (USA) 
Inkubator      Heraeus, Hanau (DE) 
Mikroliterzentrifugen MIKRO 200   Hettich Lab Technology, 
Tuttlingen (DE) 
Mikroliterzentrifugen MIKRO 200 R  Hettich Lab Technology, 
Tuttlingen (DE) 
Mikroskop      Zeiss, Jena (DE) 
Minifuge T      Heraeus, Hanau (DE) 
Nanodrop 1000     Peqlab, Erlangen (DE) 
Neubauer Zählkammer    GLW, Würzburg (DE) 
pH Meter AE 240     Mettler-Toledo, Giessen (DE) 
Photometer      Eppendorf, Hamburg (DE) 
PTC-200 PCR-Cycler    BioRad, Hercules (USA) 
Sicherheitswerkbank    NUAIRE, Plymouth (USA) 
Ultrathorax PCU     Kinematica AG, Luzern (CH) 
Ultraschallgerät Sonoplus    Bandelin, Berlin (DE) 





Wasserbad SW21-C    Julabo, Seelbach 
Zentrifuge 5417R      Eppendorf, Hamburg (DE) 




3.1.2 Chemikalien und Reagenzien 
 
Adhäsionsobjektträger  
(Superfrost Plus Gold)    ThermoFisher, Schwerte (DE) 
BSA (Bovine Serum Albumin)   PAA, Cölbe (DE) 
DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
Dextran Blau      Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
Di-Natriumhydrogenphosphat   Merck, Darmstadt (DE) 
-Dihydrat) 
DMSO (Dimethylsulfoxid)    Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)   Merck, Darmstadt (DE) 
EDTA Blutentnahmeröhrchen   Greiner-bio-one, Frickenhausen (DE) 
Eindeckmedium (Antifading Reagenz)  Squarix, Marl (DE) 
Ethanol      Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
Ethidiumbromid (0,025 %)    Roth, Karlsruhe (DE) 
Essigsäure      Merck, Darmstadt (DE) 
Ficoll (Dichte 1,077 ± 0,001 g/ml)  GE Healthcare, München (DE) 
Formalin (Roti-Histo-Fix 4,5 %)   Roth, Karlsruhe (DE) 
Glycin       Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
Häma-Schnellfärbung Niepkötter Lab-Technik, Bürstadt (DE) 
LE Agarose       Biozym, Oldendorf (DE) 
Magermilchpulver     Roth, Karlsruhe (DE) 
Methanol      Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
NaCl       Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
Natriumacetat     Merck, Darmstadt (DE) 
NaOH       Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE) 
Phenol-Chloroform/Isoamylalkohol  
(25/24/1)       Roth, Karlsruhe (DE) 





Phenol      Roth, Karlsruhe (DE) 
Red blood cell Lysepuffer    Stem cell Technologies, Grenoble (F) 
SDS        Merck, Darmstadt (DE) 
TBE       AppliChem, Darmstadt (DE) 
Tris-HCL (Tris (hydroxymethyl)  
aminomethane Hydrochloride)   Roth, Karlsruhe (DE) 





Maus-anti-[O6-meG] (EM-2-3)   Squarrix, Marl (DE)  
Ratte-anti-[Pt-(GpG)] (R-C18)   Dr. J. Thomale, Essen (DE) 
Kaninchen-anti-[Maus Ig]-Cy3   Dianova, Hamburg (DE) 
Kaninchen-anti-[Ratte Ig]-Cy3   Dianova, Hamburg (DE) 
Dynabeads-Schaf-anti-[Maus Ig]   Invitrogen, Darmstadt (DE) 
(LacZ/LacI) 
Maus-anti-[β-Galaktosidase]   Promega, Madison (USA) 
Ratte-anti-[Maus-CD4]-PerCP-Cy5.5  BD, Heidelberg (DE) 
Ratte-anti-[Maus-CD8a]-PE   BD, Heidelberg (DE) 
Ratte-anti-[Maus-B220]-APC-Cy7  BD, Heidelberg (DE) 
 
 
3.1.4 DNA-reaktive Substanzen und Inhibitoren 
 
Methylnitroseharnstoff (MNU) Sigma, Hamburg (DE) 
 
O6-Benzylguanin (O6-BG)  Sigma, Hamburg (DE) 
 










3.1.5 Kommerzielle „Kits“ 
 
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden (DE) 
NucleoBond AXG® 500  Machery und Nagel, Düren (DE) 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit  Qiagen, Hilden (DE) 






Tab. 2: Primersequenzen für Genotypenbestimmung 
Genotyp Primer Nukleotidsequenz 
FancD2   
 FancD2 WT 5’-CAG GGA TGA AAG GGT CTT ACG C-3’ 
 FancD2 KO 5’-GCT ACA CAG CATT GCC CAT AAA G-3’ 
 FancD2 KO/WT 5’-TCA GCC TCA CAT GGA GTT TAA CG-3’ 
XPA   
 XPA WT 5’-GTG GGT GCT GGG CTG TCT AA-3’ 
 XPA KO 5’-ATG GCC GCT TTT CTG GAT TC-3’ 
 XPA KO/WT 5’-ATG GCG TGG GTT CTT CTT C-3’ 
XPC   
 XPC K.O. 
(PGK) (F) 
5’-CGC ACG CTT CAA AAG CGC ACG TCT GCC GCG-3’ 
 XPC K.O. 
(HPRT) (R) 
5’-CGA GCG TGG GAC TGC GGG TCG GCA TGA CGG-3’ 
 XPC WT (F) 5’-ACA GCC TAC CCA GGG GAT GTG ATG CTT CCT-3’ 
 XPC WT (R) 5’-TGG TCT GTG GAC AGA GAA CAC TGG CTG TGC-3’ 
LacZ   
 LacZ WT (F) 5’-ACC CCA GGC TTT ACA CTT TAT GC-3’ 









Tab. 3: Primersequenzen für Sequenz-Analysen des lacZ-Plasmids (pUR 288) 
Gen Primer Nukleotidsequenz 
LacZ   
 pUR0366 (F) 5’-CAG TTG CGC AGC CTG AAT GG-3’ 
 pUR0794 (F) 5’-TGA CGG CAG TTA TCT GGA AG-3’ 
 pUR1234 (F) 5’-ATG GTC TGC TGC TGC TGA AC-3’ 
 pUR1671 (F) 5’-CAG TAT GAA GGC GGC GGA GC-3’ 
 pUR2113 (F) 5’-CCG GGC AAA CCA TCG AAG TG-3’ 
 pUR2552 (F) 5’-GCC GCT GCG CGA TCA GTT CA-3’ 
 pUR5268 (F) 5’-CCG CTT TGA GTG AGC TGA T-3’ 
 pUR3367 (R) 5’-GCG TAT CAC GAG GCC CTT TC-3’ 
 
 
3.1.7 Verwendete Mausstämme 
 
Tab. 4: Eingesetzte Mauslinien 












XPA XPA knockout Keinen induzierbare 
Tumore (UV) 
De Vries 1995 
B6;129s7-
XPCtml/Brd  





Keinen Keinen  Jackson 
Laboratories 


















Tab. 5: Primäre Fibroblastenzelllinie aus Fanconi Patienten 
Zelllinie Zelltyp Spezies Quelle Anmerkung 
SII-ip (FA-I(-/-)) 
 
Fibroblasten Human H. 
Hanenberg 
(Düsseldorf) 









Fibroblasten Human H. 
Hanenberg 
(Düsseldorf) 
SFbeta virus leader 








3.2 Experimenteller Teil 
 
3.2.1 Haltung von Mäusen 
 
Zucht und Haltung der verschiedenen Mausstämme erfolgte in der 
Tierversuchsanlage des Instituts für Zellbiologie (IFZ) unter vorgeschriebenen 
Bedingungen (konventionelle sehr saubere Haltung). Die Mäuse wurden unter einem 
12 Stunden Tag-/Nacht-Rhythmus gehalten und erhielten sterilisiertes (5 min, 134 
°C) Zuchtfutter (Altromin 1314 Forti, fortified) sowie filtriertes Wasser (0,2 µm), 55 % 
± 5 % rel. Luftfeuchtigkeit, bei 21 °C ±1°C als Grundversorgung. Die Unterbringung 
der Tiere erfolgte in IVC (individually ventilated cages) -Käfigen je nach Anzahl der 
Tiere in den entsprechenden Käfiggrößen. Alle Versuchsvorbereitungen für die 
Behandlung der Mäuse fanden unter sterilen Bedingungen statt. 
 
3.2.2 Genotypisierung der Mausstämme 
 
Es wurden Ohr- oder Schwanzbiopsien entnommen, aus denen das gewonnene 
Zelllysat für eine PCR-Reaktion eingesetzt wurde. Die Ohrbiopsien wurden in 200 µl 
Ohrenpuffer (IFZ, UK Essen) über Nacht bei 57 °C inkubiert. Anschließend wurden 
die Proben bei 100 °C für 10 min erhitzt und bis zur Weiterverwendung kühl gelagert. 
Die so extrahierte DNA wurde für die PCR genutzt. Die PCR-Bedingungen sind in 





der folgenden Liste angegeben (Tab. 6). Die Analyse des PCR-Produktes erfolgte 
über ein 1,5 %-iges Agarosegel, bei dem ein 100 bp Marker (Fermentas) als 
Standardmarker eingesetzt wurde (Abb. 12). 
 
 
Tab. 6: PCR-Bedingungen der eingesetzten Mauslinien 





FancD2 WT: 303 bp 
FancD2 KO: 459 bp 
12,5 µl GoTaq (Green Master Mix) 
0,15 µl Primer (12,5 µM) WT 
0,5 µl Primer (12,5 µM) KO 
0,3 µl Primer (12,5 µM) KO/WT 
10,55 µl dH20 
1 µl DNA  
94 °C 3 min 
94 °C 25 sec 
46 °C 25 sec           28 Zyklen 
72 °C 2 min 








XPA WT: 279 bp 
XPA KO: 205 bp 
0,5 µl GoTaq Polymerase 
2,5 µl 10x PCR Puffer 
0,5 µl dNTP’s 
1 µl Primer (12,5 µM) WT 
1 µl Primer (12,5 µM) KO/WT 
0,25 µl Primer (12,5 µM) KO 
18,25 µl dH20 
1 µl DNA  
94°C 2 min  
94°C 25 sec  
58°C 30 sec           35 Zyklen  
72°C 60 sec  











XPC WT: 238 bp 
XPC KO: 180 bp 
12,5 µl GoTaq (Green Master Mix) 
0,5 µl Primer (12,5 µM) 
0,5 µl Primer (12,5 µM) 
9,5 µl dH20 
1 µl DNA  
94°C 3 min  
94°C 30 sec  
65°C -0,5°C            10 Zyklen 
/Zyklus 30 sec 
72°C 1 min  
94°C 30 sec  
58°C 30 sec 
72°C 1 min            25 Zyklen 




Die DNA aus der Schwanzspitze wurde mittels der NaOH-Methode (UK Ulm) isoliert. 
Dabei wurden 1-2 mm der Schwanzspitze zunächst in 300 µl einer 50 mM NaOH-
Lösung für 1 Stunde bei 95 °C inkubiert. Anschließend wurden die Proben 
geschüttelt und das Lysat für 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Je 250 µl des 
Überstandes wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Diesem wurden 50 µl 





einer 1 M Tris-HCL Lösung zugegeben. Für die PCR wurden 2 µl der gewonnenen 
DNA eingesetzt. In der folgenden Tabelle sind die PCR-Bedingungen dieser 
Methode aufgelistet (Tab. 7). 
 
 
Tab. 7: PCR-Bedingung für die Bestimmung des lacZ-Produktes 








LacZ: 433 bp 
12,5 µl GoTaq (Green Master Mix) 
0,5 µl Primer (12,5 µM) WT 
0,5 µl Primer (12,5 µM) WT 
0,5 µl DMSO 
9 µl dH20 
2 µl DNA 
 
94°C 5 min, 
94°C 30 sec, 
58°C 45 sec,       34 Zyklen 
72°C 45 sec, 
94°C 30 sec  




Lösungen für die Genotypisierung: 
 
1x TAE (1 L):   4,84 g (40 mM) Tris  
1,14 ml Essigsäure  
2 ml 0,5 M EDTA 
pH 8,0 
 
1x TE (1 L):    10 ml 1M Tris-HCL 
2 ml 0,5M EDTA, pH 8.0 
auffüllen auf 1L dH2O, pH 7,2 
 
Ohrenpuffer  
(Waldschütz, IFZ): 1x PCR Puffer, 0,04 % Tween-20, 0,04 % MP 40, 











Abb. 12: Genotypen-Nachweis der verwendeten Mauslinien: Die Genotypisierung der 
unterschiedlichen Mauslinien erfolgte über eine quantitative PCR, entweder mit einer 3 Primer 
Methode (XPA, FancD2) oder mit einer 2 Primer Methode (XPC), wobei ein Primerpaar in der Wildtyp-
Sequenz dieses Gens lag und ein zweites Primerpaar in der eingefügten (knockout) Kassette des 
menschlichen PGK-HPRT Gens. Die PCR-Produkte der einzelnen Genotypen stellten sich wie folgt 
dar: +/+ homozygot Wildtyp; +/- heterozygot, -/- homozygot Knockout; M = 100 bp Marker 
 
 
3.2.3 Behandlung von Mäusen mit MNU 
 
Für den Nachweis von DNA Läsionen durch alkylierende Substanzen und deren 
zelluläre Auswirkungen auf den Organismus wurden verschiedene C57BL/6J 
Wildtyp- und Reparatur-defiziente (NER(-/-) oder FA(-/-)) Mauslinien (Kap. 3.1.5) mit 
nicht-toxischen Dosen an Methylnitroseharnstoff (MNU; 15-50 mg/kg i.p.) und 
mit/ohne O6-Benzylguanin (O6-BG; 25 mg/kg i.p.) behandelt.  
Das Substrat O6-BG wurde jeweils 30 min vor der MNU-Behandlung eingesetzt, um 
eine vollständige Inaktivierung des MGMT-Proteins zu gewährleisten. Es blockiert 
das Reparaturenzym MGMT, indem es am internen Akzeptormolekül Cystein im 
aktiven Zentrum der MGMT gebunden wird und somit für dessen Inaktivierung und 
anschließende Degradation sorgt (Dolan 1990).  
Alle Vorbereitungen fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Mäuse wurden für 
die im Versuch angegebenen Zeitpunkte unter Normalbedingungen gehalten. 
 
Lösungen für die in vivo Behandlung: 
 
MNU Stock Lösung (100 mg/ml):  100 mg Methylnitroseharnstoff in 1 ml DMSO  
      Lagerung bei -20 °C 
O6-BG Stock Lösung (50 mg/ml):  50 mg O6-Benzylguanin in 1 ml DMSO 
      Lagerung bei -20 °C 
XPA 
+/- -/- +/+ +/- +/+ +/- +/+ -/- +/- 
FancD2 XPC M M 





3.2.4 Behandlung mit Cisplatin in vivo 
 
Neben Alkylierungsschäden zeigen auch andere Typen von DNA-Schäden negative 
Folgen für den Organismus. Um die Cisplatin-induzierenden Pt-[GpG] DNA-Schäden 
auf zellulärer Ebene und im Organismus zu untersuchen, wurden C57BL/6J Wildtyp- 
und verschiedene Reparatur-defiziente Mäuse mit nicht-toxischen Dosen an Cisplatin 
(10 mg/kg, i.p.) über verschiedene Zeitpunkte (0, 16, 30, 48 Stunden) behandelt. Alle 
Vorbereitungen fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Mäuse wurden für die 
im Versuch angegebenen Zeitpunkte unter Normalbedingungen gehalten.  
 
Lösungen für die in vivo Behandlung: 
 





Einmal pro Woche wurde den Tieren 12 µl Venenblut über die V. saphena 
(Oberschenkelvene, außen) entnommen. Mit Hilfe einer Kanüle (20 Gauge, 0,3 mm) 
wurde die V. saphena punktiert und anschließend mit einer Pipette das Vollblut in 
EDTA-beschichtete Röhrchen (Greiner-bio-one) überführt (Abb. 13).  
 
 
Abb. 13: Ablauf einer Blutentnahme aus der V. saphena bei der Maus: Die Mäuse wurden 
zunächst mit Hilfe eines 50 ml Röhrchens (mit Luftlöchern) fixiert und am Oberschenkel rasiert (A) um 
den Verlauf der V. saphena sichtbar zu machen. Danach erfolgte die Blutentnahme durch Punktion 
der V. saphena (B) mit einer 20 Gauge Kanüle und die Abnahme des Vollblutes mit einer Pipette, die 
(0,5 M) EDTA beschichte Spitzen besaß. Das Vollblut wurde anschließend in EDTA beschichteten 
Blutentnahme-Röhrchen (Greiner-bio-one) gesammelt 
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Aus den Blutproben wurde anschließend ein Differenzialblutbild mittels des 
Analysegerätes „Vet ABC“ (Firma Scil proteins) erstellt. Zusätzlich wurden von jedem 
Tier Blutausstriche auf Glasobjektträgern angefertigt und mikroskopisch untersucht. 
Alle Vorbereitungen fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Mäuse wurden für 





Nach der gewünschten Inkubationszeit wurden die Versuchsmäuse mit CO2 
euthanasiert. Für weitere Analysen wurden Leber, Niere, Milz sowie 
Knochenmarkzellen entnommen. Das Leber- und Nierengewebe wurde nach der 
Entnahme direkt in Flüssigstickstoff schockgefroren, um Eiskristallbildungen im 
Gewebe zu verhindern und langfristig bei -80 °C aufbewahrt.  
Das Milzgewebe wurde nach der Entnahme direkt in 5 ml PBS-Lösung kühl gelagert 
und für weitere Analysen in dieser Lösung unter sterilen Bedingungen zerkleinert. 
Dabei wurde das Gewebe zwischen zwei Glasobjektträgern so lange zerrieben bis 
eine homogene Zellsuspension erreicht wurde. Im nächsten Schritt wurden die 
Lymphozyten aus der Milz isoliert, indem die entstandene Zellsuspension durch ein 
Zellsieb (75 µm) gegeben wurde, um zunächst eine Einzelzellsuspension zu 
erhalten. Anschließend erfolgte die Separation der Lymphozyten mit Hilfe eines 
Ficoll-Gradienten (GE Healthcare, Dichte 1,077 ± 0,001 g/ml) durch eine 
Zentrifugation von 30 min, bei 1800 rpm (Rotina 48, Hettich) (ohne Bremse). Die 
entstandene Interphase, in der sich die Lymphozytenfraktion befand, wurde 
entnommen und zweimal mit PBS gewaschen (5 min bei 1200 rpm) (Rotina 48, 
Hettich). Die gereinigten Lymphozyten wurden erneut in PBS resuspendiert und nach 
Bestimmung der Zellzahl für weitere Analysen verwendet. 
Zur Isolation von mononukleären Zellen aus dem Knochenmark wurden zunächst die 
Knochen von Femur und Tibia der Maus entnommen und in 5 ml PBS kühl 
aufbewahrt. Unter sterilen Bedingungen wurden die Knochenstücke an beiden Seiten 
geöffnet und mit einer PBS-beladenen Spritze mit Kanüle (20 Gauge) vorsichtig 
ausgespült. Die gewonnene Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb gegeben und 
über einen Ficoll-Gradienten aufgetrennt. Die mononukleären Zellen, die als 





Interphase sichtbar wurden, konnten entnommen und nach erneutem Waschen in 
PBS (5 min, 1200 rpm) (Rotina 48, Hettich) für weitere Versuche genutzt werden. 
 
 
3.2.7 Diagnostik erkrankter Tiere 
 
Für den Karzinogeneseversuch in den verschiedenen Mausmodellen war es wichtig, 
den Gesundheitszustand der Tiere während der gesamten Versuchsdauer von 200 
Tagen zu kontrollieren. Als Gesundheitskriterien galten Gewicht, Sozialverhalten 
(Ausgrenzung aus dem Gruppenverband), Fellbeschaffenheit (glänzend oder matt) 
und Körperhaltung (gekrümmter Rücken). Zeigte ein Tier eines der oben 
beschriebenen äußerlichen Krankheitssymptome oder stark abweichende 
Erythrozyten- oder Leukozytenzahlen im Blutbild, wurde das Tier mit CO2 
euthanasiert und seziert. Daraufhin erfolgte eine detaillierte Beschreibung über 
Veränderungen der Organe und gegebenenfalls entstandener Tumore. Diese wurden 
daraufhin gewogen und fotografisch dokumentiert.  
Die für den Versuch wichtigen Organe wurden entnommen und nach Kap. 3.2.6 




3.2.8 Fixierung von Normal- und Tumorgewebe 
 
Die in PBS-Lösung gesammelten Gewebeproben wurden in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und für 24 - 48 Stunden in 4,5 % Formalinlösung (Histofix, 
PBS-gepuffert, Roth) fixiert. Das Formalin wurde danach entfernt und das 
Gewebematerial bis zur Anfertigung von Paraffinschnitten in PBS gelagert. Alle 
Proben wurden im Institut für Pathologie des UK-Essen in Paraffin eingebettet und 











3.2.9 Durchflusszytometrische Analysen (FACS) von T- und B-Zellen aus 
         Knochenmark und Milz 
 
Bei Mäusen mit Anzeichen für ein Lymphom wurde neben der Entnahme von 
gegebenfalls vorhandenem Tumormaterial zusätzlich der relative Anteil von T- und 
B-Zellen in der Lymphozytenfraktion aus Milz und den Zellen des Knochenmarks per 
FACS („fluorescence activated cell sorting“) bestimmt. Zur Vorbereitung der FACS-
Analyse wurden alle Isolierungs- und Färbeschritte auf Eis ausgeführt, um eine 
Zelllyse zu vermeiden. Die Milz- und Knochenmarkzellen wurden zunächst durch ein 
75 µm Zellsieb passiert, um makroskopische Gewebereste abzutrennen. Die 
Einzelzellsuspension wurde dann für 5 min bei 1200 rpm (Rotina 48, Hettich) 
zentrifugiert, der Überstand abgenommen und dem Pellet 1 ml „Red blood cell“-
Lysepuffer (Stem Cell Technologies) zugefügt. Nach der Inkubationszeit (8 min, RT) 
wurden die Zellen mit 9 ml kalter PBS/FCS-Lösung gewaschen und für 5 min bei 
1200 rpm (Rotina 48, Hettich) zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 5-10 ml 
PBS/FCS resuspendiert und die Zellen mit Hilfe der Neubauer Zählkammer gezählt. 
Für die Analyse wurden je 1 x 106 Zellen in 200 µl PBS/FCS-Lösung in ein 5 ml 
FACS-Röhrchen überführt. Für die Inkubation mit den T-Zell-(CD4/CD8) und B-Zell-
(B220) spezifischen Antikörpern wurde wie folgt ein Master Mix (je einzelne Probe 
und Zellpopulation) angesetzt: 
 
Master-Mix-Ansatz: 
-> 1 µl CD4 Antikörper  
-> 1 µl B220 Antikörper 
-> 1 µl CD8a Antikörper 
-> 50 µl PBS/FCS-Lösung 
 
Der Master Mix wurde zu gleichen Teilen den Proben zugefügt und 10 min im 
Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 3 ml PBS/FCS gewaschen 
und 5 min bei 1200 rpm (Rotina 48, Hettich) zentrifugiert. 
Der Überstand wurde entnommen, das Pellet in 400-500 µl PBS/FCS resuspendiert 
und für die FACS-Messung verwendet. Damit bei der Analyse nur lebende Zellen 
berücksichtigt werden, wurde direkt vor der Messung zu jeder Probe 2 µl DAPI-
Lösung (1 mg/ml) zugefügt. Die Analyse erfolgte mit dem FACS vantage SE Diva 





(BD). Es wurden jeweils 100.000 Zellen gemessen und mit Hilfe der Software 
FACSdiva (BD) ausgewertet. 
 
Lösungen für die FACS-Analyse: 
 
PBS/FCS (50 ml):    1,5 ml FCS-Lösung in 48,5 ml (1x) PBS 
 
DAPI-Lösung (1 mg/ml):   1 mg DAPI in 1 ml dH2O 
 
 
3.2.10 Cytospin von Suspensionszellen 
 
Mit Hilfe einer Cytospin-Zentrifuge (Tharmac) wurden Zellen gezielt auf eine 
definierte Position auf einen Objektträger gebracht, um diese für spezifische 
Färbungen nutzen zu können. Aus Milzlymphozyten und mononukleären Zellen des 
Knochenmarks wurden je 1 x 105 isolierte Zellen in 100 µl PBS aufgenommen, in die 
für den Cytospin (Tharmac) vorgesehene Vorrichtung einpipettiert und für 10 min bei 
500 rpm zentrifugiert (Cellspin R2, Tharmac). Anschließend wurden die Objektträger 
der Zentrifuge entnommen, über Nacht getrocknet und am nächsten Tag mit Hilfe 
einer Wright-Giemsa-Färbung nach Romanovsky (1891) gefärbt. 
 
 
3.3 In vivo Mutations-Analyse mit Hilfe des lacZ-transgenen Mausmodells  
      (“small blue mouse“ model) 
 
Für die Bestimmung der mutagenen Wirkungen von MNU in primären Mauszellen in 
vivo bei An- oder Abwesenheit verschiedener Reparaturkomponenten wurde das 
transgene Mausmodell (lacZ-Mausmodell) nach Boerrigter et al. (1995) genutzt, das 
im Kollaborationslabor von H. Geiger (UK Ulm) etabliert ist. Es stellt das erste Modell 
dar, bei dem man effizient die Mutationsrate im lebenden Organismus detektieren 
kann. 
Hierzu wurden mehrere Kopien des Plasmids pUR288 (Abb. 14) mit integriertem 
lacZ-Gen über Mikroinjektion in die Keimbahn der Maus integriert (Boerrigter 1995). 





Das bakterielle lacZ-Gen wird im murinen Organismus nicht transkribiert und stellt 
somit ein repräsentatives Zielgen der globalen Reparatur des Nukleotid 




Abb. 14: Ausschnitt des lacZ-Gens: Dargestellt ist eine von 20 repetitiven lacZ-Sequenzen, die in 
die Keimbahn der (“small blue mouse“) Maus integriert wurden. HindIII = Restriktionsenzym-
Bindungsstelle; lac-Sequenz; lacZ repressor binding site = LacI Operon (Lambert 2005). 
 
 
Es wurden C57BL/6J-Mäuse, die mindestens ein lacZ-Gen trugen, mit homozygot 
Reparatur-defizienten Mäusen (XPA(-/-) oder XPC(-/-)) eingekreuzt und die erhaltenen 
Genotypen jedes Wurfes über PCR bestimmt. Nach 2 Generationen lagen neben 
dem LacZ(+)-transgenen Wildtypstamm auch LacZ(+)/XPA(-/-) und LacZ(+)/XPC(-/-)-
Mäuse vor. 
Je vier Tiere (Alter: 12 Wochen) dieser drei Genotypen wurden zur 
Mutationsinduktion entweder mit einer einmaligen Injektion von MNU (50 mg/kg; i.p.) 
oder in Kombination mit dem MGMT-Inhibitor O6-BG (25 mg/kg, 1 Stunde vor MNU, 
i.p.) behandelt. Die Mäuse wurden während der gesamten Versuchsdauer unter 
Normalbedingungen gehalten.  
Zehn Tage nach der Behandlung wurden die Mäuse mit CO2 euthanasiert und 
Knochenmark -, Milz-, Leber-, Nieren- und Gehirngewebe entnommen. Das Milz-, 
Leber-, Nieren- und Gehirngewebe wurde direkt bei -80°C eingefroren, während aus 
dem Knochenmark die DNA direkt mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) 
isoliert wurde. Die gereinigte DNA wurde in 50 µl dH20 aufgenommen und 














Abb. 15: Methodischer Überblick der Mutationsanalyse mit Hilfe lacZ-transgener Mauslinien 
(“small blue mouse“ model) (modifiziert nach Lambert 2005). 
 
Für die Analyse wurden vorab elektrokompetente E. coli Stämme (ΔlacZ/galE-) nach 
Geiger et al. (2009) generiert, sowie das Fusionsprotein LacZ/LacI und deren 
Kopplung an Schaf-anti-[Maus IgG]-Magnet-Beads, um spezifisch die lacZ-
Sequenzen aus der murinen DNA isolieren zu können. 
 
 





Kopplung des Fusionsproteins LacZ/LacI an Magnet-Beads: 
 
 1 ml Dyna Magnet-Beads, gekoppelt an Schaf-anti-[Maus IgG], 3-Mal  
mit 1 ml PBS waschen 
 Magnet-Beads in 950 µl PBS und 50 µl Maus-anti-[β-galactosidase] (MAK) (2 
mg/ml) resuspendieren 
 1 Stunde im Hybridisierungsofen bei 37 °C inkubieren 
 Magnet-Beads kurz abzentrifugieren und den klaren Überstand verwerfen 
 3-Mal Waschen der Magnet-Beads mit je 1 ml PBS 
 Beads in 990 µl PBS und 10 µl LacZ/LacI Fusionsprotein (Fusion zwischen β-
Galaktose und LacI-Repressorprotein) aufnehmen 
 Komplex aus Magnet-Beads und LacZ/LacI Fusionsprotein für 2 Stunden im 
Hybridisierungsofen bei 37 °C inkubieren (β-Galakosidase Antikörper bindet 
Galaktose des Fusionsprotein, LacI-Repressorprotein liegt frei) 
 3-Mal Waschen der Magnet-Beads mit je 1 ml PBS 
 Resuspendieren der Magnet-Beads in 1 ml PBS und bei 4 °C lagern 
 
 
3.3.1 Gewinnung des lacZ-Plasmids aus genomischer DNA  
 
Für die Analyse wurden je 10–20 µg genomische DNA aus der Knochenmarkfraktion 
von LacZ(+)/Wildtyp-, LacZ(+)/XPA(-/-) - oder LacZ(+)/XPC(-/-)-Mäusen untersucht. Diese 
DNA wurde in 150 µl dH2O mit 30 µl 5x Puffer (NEB) und 3 µl HindIII für 1 Stunde bei 
37 °C im Wasserbad verdaut, um die einzelnen lacZ-Sequenzen auf separaten DNA-
Fragmenten zu erhalten. Zusätzlich zu jeder Analyse wurde eine nicht-transgene 
Kontroll-DNA (ntg) mitgeführt. 
Die zuvor gekoppelten Schaf-anti-[Maus IgG]-Magnet-Beads wurden nun über einen 
Magneten pelletiert und das PBS abgenommen. Den Magnet-Beads wurde die DNA 
Lösung zugegeben und nach leichtem Schütteln für 1 Stunde im Hybridisierungsofen 
bei 37°C inkubiert, um eine optimale Bindung der Magnet-gekoppelten anti-β-
Galaktosidase Antikörper zum lacI Operon, das direkt vor der lacZ-Sequenz liegt, zu 
ermöglichen. Dadurch wurden gezielt die lacZ-Fragmente an den Bead-gekoppelten 
Antikörper (Maus-anti-[β-Galaktosidase]) gebunden. Das Bead-DNA-Gemisch wurde 
dreimal mit 250 µl (1x) Bindungs-Puffer über einen Magneten gewaschen und 





nachfolgend in 100 µl dH20, 75 µl IPTG Elutionspuffer, 5 µl IPTG-Lösung und 20 µl 
NEB Puffer #2 resuspendiert und wiederum nach leichtem Schwenken für 30 min bei 
37 °C im Hybridisierungsofen rotiert. Das Gemisch wurde anschließend 20 min bei 
65 °C geschüttelt. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur (RT) wurde die DNA-
Lösung kurz abzentrifugiert und in 2 µl ATP und 1 µl T4 DNA Ligase resuspendiert 
und für 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach Gewinnung der lacZ-Fragmente wurden die 
Beads wieder von der DNA getrennt, indem das DNA-Bead Gemisch an den 
Magneten angebracht und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt 
wurde. Dieser Vorgang wurde 3 – 4 Mal wiederholt. Schließlich wurde die DNA in 1,5 
µl Glycogen, 22 µl (3 M) Natriumacetat (pH 4,9) und 560 µl 95 % Ethanol (2,5 
Volumen) für 30 min bei -80 °C gefällt. Das Präzipitat wurde 30 min bei 14.000 g, 4 
°C, zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, in 250 µl 70 % Ethanol 
resuspendiert und erneut 5 min bei 14.000 g, 4 °C zentrifugiert. Wiederum wurde der 
komplette Überstand abgenommen und die DNA 10 min getrocknet. Erst nachdem 
kein Rest-Ethanol mehr vorhanden war, wurde die reine Plasmid-DNA in 5 µl dH2O 
aufgenommen und für die Elektroporation des E. coli Stammes verwendet. 
 
Lösungen für die Plasmid Isolation: 
 
HindIII:    3 µl (60 U) vom 20 U/µl Ansatz 
TB-Medium (direkt ansetzen): 0,9 g Trypton, 1,18 g Hefe, 0,47 g K2HPO4, 
0,11 g KH2PO4 
in 50 ml dH20 Autoklavieren für 20 min 
400 µl 50 % Glycerol zugeben  lagern bei 42 °C 
im Wasserbad 
Top-Agar:    1 g Trypton, 0,5 g Hefe, 0,025 g NaCl, 0,35 g Agar 
     in 100 ml dH2O 
ATP (0,1 mM):   2 µl vom 10 mM Ansatz  
T4 DNA Ligase (0,1 U):  1 µl von 10x 1 U/µl T4 DNA Ligase  
in 1x T4 DNA Ligase Puffer 
Gylcogen:    1,5 µl vom 20 µg/µl Ansatz 
Natriumacetat (3 M):  22 µl (0,1-fache Volumen) 
 
 





3.3.2 Elektroporation von E. coli-Bakterien 
 
Die speziellen Küvetten für die Elektroporation (0,1 cm Gene Pulser, Bio-Rad) 
wurden für 20 min auf Eis gekühlt. Dann wurden 60 µl der elektrokompetenten E. coli 
(ΔlacZ/galE-) Bakteriensuspension zu jeweils 5 µl der zirkulären lacZ-Plasmide 
gegeben und mit der Pipette durch auf- und abpipettieren leicht gemischt. Die 
Zellsuspension wurde in die Küvetten überführt und in den Gene Pulser (25 µFa, 
1,85 kV, Controller 200 W) gestellt, um die Plasmid-DNA in die E. coli Bakterien zu 
transfizieren. Anschließend wurde die E.coli-Suspension mit 1 ml eiskaltem TB 
Medium versetzt und in ein neues 15 ml Reaktionsgefäß mit 1 ml TB Puffer 
überführt. Die Lösung wurde für 1 Stunde auf dem Schüttler (225 rpm) bei 37 °C 
inkubiert.  
Vier µl der Zellsuspension wurden zu 13 ml X-Gal Top-Agar zugefügt und auf X-Gal 
Platten ausplattiert. Die restlichen Zellen wurden in 13 ml P-Gal Top-Agar pipettiert 
und ebenfalls ausplattiert. Die X-Gal und P-Gal Platten wurden für 15 Stunden im 
Inkubator bei 37 °C gelagert. Dabei stellte die X-Gal Platte die Kontrollplatte dar, auf 
der alle Bakterien sowohl mit funktionellem als auch mutiertem lacZ-Gen wachsen 
konnten, während auf der Selektionsplatte P-Gal nur Bakterien mit mutiertem lacZ-
Gen wachsen konnten. 
Für die Bestimmung der vorläufigen Mutationsfrequenz galten folgende Parameter: 
 
Anzahl roter Kolonien (P-Gal) 
Anzahl blauer Kolonien (X-Gal) 
 




Lösungen für die Elektroporation: 
X-Gal Top-Agar:    50 µg/ml 2,3,5-triphenyl- 
2H-tetrazoliumchlorid, 50 µl Kanamycin (50 
mg/ml), 75 µl X-Gal (50 mg/ml), 300 µl 
Ampicillin (50 mg/ml), In 100 ml Top Agar 
Medium 
Verdünnungsfaktor = vorläufige Mutationsrate 





P-Gal Top-Agar:    50 µg/ml 2,3,5-triphenyl- 
2H-tetrazoliumchlorid, 50 µl Kanamycin (50 
mg/ml), 0,3 % phenyl-b-D Galactosidase (0,3 
g vom Ansatz), 300 µl Ampicillin (50 mg/ml) 





Um „echte“ lacZ-Mutanten von Falschmutanten zu unterscheiden, wurden 
repräsentativ 20 Kolonien pro Tier und Gewebe der jeweiligen P-Gal Platten gepickt 
und in 150 µl LB+ Medium über Nacht bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. Mit Hilfe 
eines Mikroplatten Replikators (Boekel) wurden daraufhin die Bakterien auf eine 
neue X-Gal Platte für den Galaktose-Sensitivitätstest gebracht und für 1 - 2 Stunden 
im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Wenn eine Blaufärbung der entstandenen 
Kolonien sichtbar wurde, waren diese Bakterien Galaktose-insensitiv und enthielten 
ein Wildtyp-Plasmid (Falschmutante). Gab es keine Blaufärbung nach 1 – 2 Stunden, 
sondern frühestens nach 24 Stunden eine leichte Färbung, galten diese Bakterien als 
echte Mutanten, da das auf dem Plasmid kodierte LacZ-Protein durch Mutationen 
teilweise oder vollständig inaktiviert wurde (Abb. 16). 
 
 
Abb. 16: Nachweis „echter“ lacZ-mutierter Bakterien 24 Stunden nach Inkubation auf einer X-
Gal Sensitivitätsplatte: Es wurden 20 lacZ-mutierte Bakterienklone von der P-Gal Selektionsplatte 
gepickt und auf eine X-Gal Platte überführt und für 1 Stunde im Brutschrank (37 °C) inkubiert. 
Entstanden nach der Inkubationszeit keine Kolonien, konnten Falschmutanten ausgeschlossen 
werden. Je nach Position der Mutation im lacZ-Gen allerdings konnten nach weiteren 24 Stunden 
(Brutschrank) noch Kolonien gebildet werden. Blaue Kolonien = Mutation, die keinen Funktionsausfall 
im lacZ hervorrief; schwach blaue Kolonien = Mutation, mit Funktionseinschränkung im lacZ-Gen; 
weiße Kolonie = Mutation mit vollständigem Funktionsausfall im lacZ-Gen. 





Für die Mutationsanalyse wurden abermals Bakterienkolonien von der P-Gal Platte 
gepickt und über Nacht in einer 96-well Platte herangezogen. Am nächsten Tag 
wurden die herangewachsenen Bakterien resuspendiert und 2 µl für die PCR-
Reaktion eingesetzt. Für die Amplifikation der lacZ-Plasmid Sequenz galten folgende 
PCR-Bedingungen: 
 
Tab. 8: PCR-Bedingung zur Amplifikation des lacZ-Plasmid Produktes 







lacZ-Plasmid (pUR 288): 
4200 bp 
12,5 µl HotStarTaq Master 
Mix (Qiagen) 
0,5 µl Primer pUR4923-F 
(12,5 µM) 
0,5µl Primer pUR3829-R 
(12,5 µM) 
11,5 µl dH20 
2 µl DNA  
95°C 10 min, 
95°C 20 sec,      34 Zyklen 
68°C 8 min, 
95°C 20 sec  








HindIII:        AvaI: 
10,25 µl dH2O       10 µl dH2O 
1,5 µl NEB Puffer #2      1,5 µl NEB Puffer #4 
0,25 µl HindIII       0,5 µl AvaI 
 
Je 12 µl des HindIII und AvaI Master Mix wurden in eine neue 96-well Platte 
überführt und mit je 3 µl des PCR-Produktes 1 Stunde bei 37 °C im Brutschrank 
inkubiert. 
Abschließend wurden je 5 µl der PCR-Proben und dem HindIII und AvaI Verdau mit 
je 5 µl Ladepuffer (6x) versetzt und von diesem Ansatz 8 µl in der Reihenfolge a) 
PCR-Produkt lacZ, b) HindIII Verdau, c) AvaI Verdau auf ein 1 %-iges Agarosegel 
aufgetragen. 





Dabei ergab sich ein spezifisches Bandenmuster, das Punktmutationen detektieren 
und von Deletionen/Translokationen und Falschmutanten unterscheiden konnte 
(Abb. 17). Als Größenstandard diente ein 1 kb Marker (Fermentas). 
 
 
Abb. 17: Gelanalyse von lacZ-Mutationstypen: Die unterschiedlichen PCR-Produkte wurden in der 
Reihenfolge (lacZ-Produkt, HindIII Verdau, AvaI Verdau) auf ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen. 
Anhand des spezifischen Bandenmusters konnten die verschiedenen Mutationstypen bestimmt 
werden (1 -> Punktmutation; 2 -> Falschmutante; 3 -> Deletion/Translokation; M -> 1 kb Marker). 
 
Anhand des spezifischen Bandenmusters konnte die tatsächliche Mutationsrate des 
lacZ-Plasmids berechnet werden. Dabei galten die 20 Klone pro Gewebe als 100 % 
von denen die Anzahl der Falschmutanten und Deletionen/Translokationen 
prozentual abgezogen wurden. Damit ergab sich eine Mutationsrate bezogen auf 20 
lacZ-Sequenzen/Gewebe. 
Für weitere Analysen wurden je 5 lacZ-mutierte Bakterienklone pro Tier und Genotyp 
in Glycerin-Stocks bei -20 °C eingefroren und aufbewahrt. 
 
Lösungen für die Mutationsanalyse: 
 
LB+ Medium (500 ml):   5 g Trypton, 2,5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl 
in 500 ml dH2O  autoklavieren für 20 min 
250 µl (25 µg/ml) Kanamycin, 750 µl (75 
µg/ml) Ampicillin 
X-Gal Platte:  20 Spatel LB Agar, 250µl (25 µg/ml) 
Kanamycin, 1500 µl (150 µg/ml) Ampicillin, 
375 µl X-Gal (75 µg/ml) 




















3.3.4 Isolation der Plasmid-DNA aus E. coli 
 
Zur Gewinnung der Plasmid DNA aus den lacZ-mutierten E. coli (Kap. 3.3.3) wurden 
die Bakterienklone zunächst mit einem Zahnstocher aus den gefrorenen Glycerin-
Stocks in 5 ml LB-Medium angeimpft und über Nacht im Inkubator (37 °C) 
geschüttelt. Am nächsten Tag wurde 1,5 ml der Bakterienkultur abgenommen, in ein 
1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und für 20 sec bei maximaler Geschwindigkeit 
(18.000 g, RT) zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 300 µl P1 
Resuspensionspuffer gelöst und gemischt. Nach einer Zugabe von 300 µl P2 
Lysepuffer wurde die Probe vorsichtig geschwenkt und für maximal 5 min inkubiert. 
Danach wurden weitere 300 µl P3 Neutralisierungspuffer zum Stoppen der Reaktion 
zugefügt, durch vorsichtiges Schwenken gemischt und der gesamte Ansatz für 10 
min bei 18.000 g bei 4 °C zentrifugiert. 
Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß pipettiert und die darin befindliche 
Plasmid-DNA durch Zugabe von 500 µl (95 %) Ethanol gefällt, gefolgt von einem 
weiteren Zentrifugationsschritt, bei RT für 10 min und 18.000 g. Der Überstand wurde 
abgenommen und die DNA im Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach einem 
weiteren Zentrifugationsschritt für 5 min bei 18.000 g und RT wurde der Überstand 
verworfen und das Pellet 5-15 min (RT) getrocknet. Abschließend wurde das Pellet in 
50 µl dH2O gelöst und der DNA-Gehalt photometrisch (Nanodrop 1000) gemessen: 
 
Lösungen für die Plasmid-Isolierung aus E. coli: 
 
LB-Medium:     10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 
Auffüllen auf 1 L dH2O, 1 ml (100 mg/ml) 
Ampicillin  
P1 Puffer:  Resuspensionspuffer (Qiagen Plasmid Maxi 
Kit + 28 mg RNAse A) 
P2 Puffer:     Lysepuffer (Qiagen Plasmid Maxi Kit) 










3.3.5 Sequenzierung des lacZ-Gens 
 
Für die Sequenzierung wurde die gereinigte Plasmid-DNA der E. coli-Mutanten (Kap. 
3.3.4) verwendet. Die Sequenz-Analyse erfolgte im Institut für Zellbiologie (UK 
Essen) und beinhaltete die Schritte: a) PCR der Plasmid DNA; b) Fällung der DNA 
aus dem PCR-Ansatz und c) Sequenzierung der Plasmid-DNA.  
Für die PCR der Plasmid-DNA wurde zunächst folgender Master Mix angesetzt:  
 
0,5 µl    Big Dye 
3,75 µl   Sequenzierungspuffer (5x) 
150-300 ng   Plasmid DNA  
0,75 µl (3,2 pmol)  Sequenzierungsprimer (siehe 2.1.4) 
auf 20 µl   PCR reines Wasser 
 
 
Es folgte die PCR-Reaktion mit folgenden Parametern: 
 
96°C für 5 min 
95°C für 15 sec 
50°C für 10 sec 24 Zyklen 
60°C für 4 min 
10°C dauerhaft 
 
Nach der PCR-Reaktion wurde die amplifizierte Plasmid-DNA für die 
Sequenzierungsreaktion gefällt. Dafür wurde folgendes Protokoll benutzt: 
 
 Zu 20 µl PCR-Produkt 40 µl PCR reines H20 zugeben 
 150 µl (100 %) Ethanol zufügen, RT 
 weitere 6 µl (3 M) NaOAc/dextranblue Lösung beifügen 
 vorsichtig mischen 
 30 min bei 13000 rpm (ca. 15000 g) zentrifugieren  
 vorsichtig Überstand abnehmen und Pellet mit 200 µl (70 %) Ethanol waschen 
 10 min, 13000 rpm, RT zentrifugieren 
 Überstand abnehmen und Pellet lufttrocknen 





Schließlich wurde das DNA-Pellet in 10 µl Formamid gelöst und im ABI 3130 
Sequencer gemessen. Für die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse stand 
eine spezielle Auswertungssoftware (SeqScape 2.5, Applied Biosystems) zur 
Verfügung, mit der Punktmutationen in den einzelnen Proben zu einer Plasmid-DNA 
Referenz ermittelt werden konnten. 
 
Lösungen für die Sequenzierung: 
 
Natriumacetat/ 123,06 g (3 M) Natriumacetat in 500 ml dH20; 73,05 
dextranblue (NaOAc) (1 L): g (0,5 M) EDTA in 500 ml dH20; beide Lösungen 
mischen; 125 ml 1,25 % Dextran Blau-Lösung 
zugeben (Verhältnis 1:8) 
 
3.4 DNA-Extraktion aus dem Lebergewebe der Maus 
 
Die DNA von MNU ± O6-BG-behandelten C57BL/6J Wildtyp- und Reparatur-
defizienten Mäusen wurde aus dem Lebergewebe entweder über eine phenolische 
Extraktion oder über Aufreinigungssäulen (Machery-Nagel) isoliert. 
Bei der phenolischen Extraktion wurden zunächst 1 - 2 mg des Gewebes in 10 ml 
MT-Puffer gegeben und nach Zugabe von SDS (0,2 %), RNAse A (Endkonzentration: 
75 µg/ml) und Proteinase K (Endkonzentration: 0,1 mg/ml) mit Hilfe des Ultrathorax 
zerkleinert, bis kein Gewebematerial mehr zu sehen war. 
Die Gewebesuspension wurde über Nacht im Wasserbad schüttelnd bei 56 °C 
lysiert. Daraufhin wurde Phenol im Verhältnis 1:1 (v/v) zugegeben und 15 min bei RT 
über Kopf geschüttelt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt von 5 min, bei 10 °C und 
3000 rpm (Minifuge T, Heraeus), bei dem ein Gemisch entstand, das eine obere 
wässrige, DNA-haltige Phase zeigte, sowie eine proteinhaltige Interphase und unten 
eine phenolische Phase aufwies. 
Die obere wässrige Phase wurde abgenommen und mit 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) im Verhältnis 1:1 (v/v) versetzt. Das 
Gemisch wurde für 15 min bei RT über Kopf geschüttelt und danach 5 min bei 10 °C 
und 3000 rpm (Minifuge T, Heraeus) abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde so lange 
wiederholt, bis keine Interphase mehr erkennbar war.  





Schließlich wurde die obere Phase entnommen und in ein doppeltes Volumen an 
eiskaltem 100 % Ethanol pipettiert, um die DNA zu fällen. Die ausgefallene DNA 
bildete weiße Schlieren, die daraufhin mit einer gekrümmten Glaskapillare „gefischt“, 
in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 10 ml 70 % Ethanol kurz gewaschen 
wurde. Das Ethanol wurde abgenommen, die DNA kurz getrocknet und für weitere 
Analysen in 1 ml TE-Puffer aufgenommen. 
Für die DNA Isolierung über ein Säulenaufreinigungs-Kit (Machery-Nagel) wurde 
zuerst das Lebergewebe in 20 ml Puffer G2 mittels eines Ultrathorax homogenisiert. 
Daraufhin wurde das Homogenisat in ein neues 50 ml Reaktionsgefäß überführt und 
450 µl Proteinase K (Stock: 20 mg/ml) zugegeben. Die Lösung wurde vorsichtig 
durch leichtes Schütteln für 30 sec gemischt. Die Probe wurde anschließend für 2 
Stunden bei 56 °C inkubiert. Falls nach der Inkubationszeit noch Zellreste sichtbar 
waren, wurde ein Zentrifugationsschritt für 5 min bei 5000 g angeschlossen. 
Es folgte die Equilibrierung der Säule durch Zugabe von 5 ml Puffer N2. Zudem 
wurden weitere 10 ml Puffer N2 der Probe zugefügt, die kurz für 15 sec mit einem 
Vortexer gemischt und zuletzt auf die Säule geladen wurde. 
Nach dem Durchlauf der Probe wurde die Säule 3-Mal mit je 8 ml Puffer N3 
gewaschen und schließlich die DNA in einem neuen Reaktionsgefäß durch Zugabe 
von 8 ml Puffer N5 direkt auf die Säule eluiert. Dieser Schritt konnte wiederholt 
werden, um mehr DNA gewinnen zu können. Die Fällung der DNA erfolgte über 
Zugabe von 5,6 ml Isopropanol bei RT, für 30 - 60 min. Abschließend wurde die 
gefällte DNA zentrifugiert für 25 min, 15.000 rpm (Centrifuge 5415D, Eppendorf), bei 
4 °C. Das DNA Pellet wurde kurz luftgetrocknet und anschließend in 1 ml TE-Puffer 
gelöst. Für die Bestimmung der DNA Konzentration wurde der Nanodrop 1000 
genutzt. 
 




MT-Puffer (1 L):   5,48 g (100 mM) NaCl 
23,38 g (80 mM) EDTA, pH 8,0 
7,88 g (50 mM) Tris/HCl, pH 8,0 
     auffüllen auf 1 L mit dH2O 





SDS (0,2 %).   0,2 g auf 100 ml dH2O 
 
RNAse A (10 mg/ml):  10 mg in 100 µl 1M (10 mM) Tris HCL  
     und 30 µl 5 M (15 mM) NaCL  
     auffüllen auf 10 ml mit dH2O 
     15 min bei 100 °C erhitzen (Heizblock) 
auf RT abkühlen lassen, je 500 µl Aliquots bei  
-20 °C lagern 
 
Proteinase K (1 mg/ml):   1 mg Proteinase K auf 1 ml dH2O, bei -20 °C lagern 
 
 
Nucleo Bond AX-G 500 Kit: 
 
Puffer G2: 800 mM Guanin-HCL, 30 mM EDTA, 30 mM Tris-
HCL, 5 % Tween 20, 0,5 % Triton X-100, pH 8.0 
Proteinase K (20 mg/ml):  20 mg Proteinase K auf 1ml dH2O 
 
Puffer N2: 100 mM Tris/H3PO4, 15 % Ethanol, 900 mM KCL, 
pH 6.3 
 
Puffer N3: 100 mM Tris/H3PO4, 15 % Ethanol, 1150 mM KCL, 
pH 6.3 
 
Puffer N5: 100 mM Tris/H3PO4, 15 % Ethanol, 1000 mM KCL, 
pH 8.5 
 
TE-Puffer (1 L):   10 ml (10 mM) 1M Tris-HCl (pH7,5) 
2 ml 0,5 M (1 mM) EDTA (pH 8,0) 












3.5.1 Färbung von Blutausstrichen 
 
Die Färbung der Blutausstriche erfolgte über eine Häma-Schnellfärbung (Niepkötter 
Labortechnik), um krankhafte Veränderungen (z.B. Anwesenheit von Lymphoblasten) 
im Blutbild der Tiere nachweisen zu können. Die Methode beruht auf der Blutfärbung 
nach Pappenheim (1912) und beinhaltet eine kombinierte  Eosin- und Methylenblau-
Färbung. Der saure Farbstoff Eosin zerfällt in wässriger Lösung mit negativer Ladung 
und färbt positiv geladene Proteinstrukturen an. Das basische Methylenblau bildet in 
wässriger Lösung positive Ladungen aus und färbt somit Zellbestandteile mit 
negativer Ladung an. Die Fixierung der Zellen wird durch eine Methanol-Lösung 
gewährleistet (Abb. 18).  
 
Für die Färbung wurde folgendes Protokoll benutzt: 
 
 Die Objektträger mit den Blutausstrichen über Nacht trocknen 
 Die Objektträger 10-Mal 1 sec in Reagenz 1 tauchen  
 5-Mal 1sec in Reagenz 2 tauchen 
 8-Mal 1 sec in Reagenz 3 tauchen 
 Färbelösung vom Objektträger kurz abtropfen lassen 
 5 min in PBS waschen und trocknen lassen 
 Mikroskopische Auswertung 
 
Abb. 18: Blut-Färbung nach Pappenheim (1912) 
 
 
Darstellung der gefärbten Zelltypen: 
Zellkerne:  rot-violett 
Erythrozyten:  pink-bräunlich 
Eosinophile Granula: rot-rotbraun 
Neutrophile Granula: schwach violett 
Lymphozyten:  blau 
Lymphoblasten*: blau  
(*bis zu 3-fach größer als Lymphozyten 
oder Monozyten) 





3.5.2 Detektion von Addukten in der DNA mittels Immunfluoreszensfärbung 
 
Die Methode der Addukt-spezifischen in situ Fluoreszenzfärbung 
(„Immuncytologischer Assay“, ICA) von DNA-Schäden wurde von Seiler et al. (1993) 
entwickelt und färbt mit Hilfe von spezifischen Antikörpern O6-meG- (Maus-anti-[O6-
meG] EM 2-3) oder Pt-(GpG)-Addukte (Ratte-anti-[Pt-(GpG)] R-C18) in der DNA von 
Zellpräparaten und Gewebeschnitten an. 
 
Einzelzellen: Für die Färbung von Einzelzell-Suspensionen (Zelllinien bzw. 
Lymphozytenfraktion aus Milz oder mononukleäre Zellen des Knochenmarks) 
wurden die Zellen 2-Mal mit PBS gewaschen und auf eine Zellzahl von 1 x 106 Zellen 
/ ml in PBS eingestellt. Davon wurden je 10 µl auf einen Adhäsions-Objektträger 
(Superfrost Plus Gold, ThermoFisher) aufgetragen und bei RT getrocknet. 
 
Gewebeschnitte: Von tiefgefrorenem Leber- oder Nierengewebe wurden in einem 
Kryostat-Mikrotom 8 µm Gefrierschnitte angefertigt und auf Adhäsions-Objektträger 
(Superfrost Plus Gold, ThermoFisher) aufgetragen und getrocknet. 
Bis zur Analyse wurden die Objektträger bei -20 °C gelagert. 
 
Für die in situ-Färbung wurden die Objektträger zunächst 30 min in Methanol bei -20 
°C fixiert und anschließend 5 min in PBS bei RT gewaschen. Damit die Antikörper an 
die Addukte in der Kern-DNA binden können, wurde diese in einer Alkali-Methanol-
Lösung (60:40 v/v) für 5 min bei 4 °C partiell denaturiert. Nach dem Waschen mit 
PBS (5 min, RT) folgte ein sequentieller Proteinverdau mit Pepsin (60-100 µg/ml in 
H20/HCL bei Einzelzell-Suspensionen bzw. 600-800 µg/ml in H20/HCL bei 
Gewebeschnitten; pH 6; 10 min; 37 °C) und mit Proteinase K (50-100 µg/ml in 
Proteinase K Puffer bei Einzelzell-Suspensionen bzw. 150-250 µg/ml in Proteinase K 
Puffer; 10 min, 37 °C bei Gewebeschnitten). Die Objektträger wurden dann in 
PBS/Glycerin gewaschen (5 min, RT). 
Im Anschluss folgte eine 30-minütige Inkubation in 5 % Milchpulver-Lösung, um 
unspezifische Bindungsstellen für die Antikörper zu blockieren. Danach wurden die 
Objektträger mit 1 ml des Primärantikörpers EM 2-3 (Maus-anti-[O6meG], 0,02 µg/ml 
in 1 % BSA/PBS) oder R-C18 (Ratte-anti-[Pt-(GpG)], 0,2 µg/ml in 1 % BSA/PBS) 
über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach erneuten Waschschritten mit PBST (5 min) und 





mit PBS (5 min) wurden die Objektträger nochmals in 5 % Milchpulver 30 min 
geblockt, mit Fluoreszenz-markierten Sekundärantikörpern (Kaninchen-anti-[Maus-
Ig]-Cy3 oder Kaninchen-anti-[Ratte Ig]-Cy3, jeweils 1:200 verdünnt in 1 % BSA/PBS) 
überschichtet und für 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach dem Waschen mit PBST (5 
min) und PBS (5 min) erfolgte die Gegenfärbung der DNA mit DAPI (1 µg/ml; 30 
min). Abschließend wurden die Proben mit Antifading Mounting Medium (Squarix) 
und einem Deckglas (24 x 60 cm) bedeckt.  
Die O6-meG-Adduktmessung erfolgte über ein Zeiss Axioplan Fluoreszensmikroskop, 
das mit einer digitalen Kamera ausgestattet war und über ein Computerunterstütztes 
Mehrparameter Bildanalysesystem (ACAS) als Auswertungssoftware verfügte. 
Dadurch konnte auf Einzelzellebene [Quotient der Fluoreszenzsignale für Cy3 (O6-
meG) und DAPI (DNA-Gehalt)] die relative Schadensmenge bestimmt werden. Dazu 
wurden mindestens 100 Zellen pro Probe gemessen. 
 
Lösungen für die Immunfluoreszenzfärbung: 
 
Alkali-Lösung (1 L): 2,8 g (70 mM) NaOH, 8,2 g (140 mM) NaCl, 
auffüllen auf 1 L dH20, lagern bei 4 °C, vor 
Gebrauch Alkali-Lösung mit Methanol 60:40 (v/v) 
mischen 
 
PBS/Gylcerin:   2 mg (0,2 %) Glycerin pro 1 ml Lösung  
(Ansatz 200 ml)  
 
Milchpulver (5 %):   50 mg Milchpulver pro 1 ml Lösung  
(Ansatz 200 ml) 
 
PBST (1 L):    2,5 ml (0,25 %) Tween 20 in 1 L PBS 
 
PBS (1 L): 3,58 g (100 mM) Di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat, 7,6 g (1,5 M) NaCl, auffüllen auf 1 L dH20, 
pH 7,5 
 
DAPI (1 µg/ml):   1 ml (200 µg/ ml) DAPI-Lösung in 200 ml (1x) PBS 
-Lösung 







Alle Versuche mit Zelllinien oder Primärzellen fanden unter sterilen Bedingungen 
statt. Die Zelllinien wurden mit dem jeweiligen Kulturmedium bei 37°C, 5 % CO2 und 
95 % Luftfeuchtigkeit im Inkubator gehalten und nach einer Konfluenz von 60 - 80 % 
geteilt. Die adhärenten Zelllinien wurden dabei mit 1 ml (1x) Trypsin/EDTA angedaut, 
um diese vom Gefäßboden zu lösen. Anschließend wurde der Verdau durch Zugabe 
von 9 ml des Kulturmediums gestoppt, die Zellen nach ihrem Konfluenzgrad geteilt 
und in ein neues Kulturgefäß überführt. Alle zwei bis drei Tage wurde dieser Vorgang 
wiederholt. Die Kulturbedingungen der Zelllinien sind in der unten dargestellten 
Tabelle (Tab. 9) aufgeführt. 
 
 
Tab. 9: Kulturbedingungen von immortalisierten primären humanen FancI-Fibroblasten 
Zelllinie Zelltyp Kulturbedingung Quelle 
SII-ip (FancI(-/-)) Humane 
Fibroblasten 
DMEM, 10 % FCS, 
1 % Pen/Strep,  
5 % CO2 
Hahnenberg, 
Düsseldorf 




DMEM, 10 % FCS, 
1 % Pen/Strep,  





3.6.1 Behandlung der FancI-Zelllinie mit MNU 
 
Je 150.000 Zellen von SII-ip sowie von S91 Fibroblasten wurden in 1 ml 
Kulturmedium in Zellkulturplatten (6-well) ausgesetzt. Die Gabe von MNU [50 µg/ml] 
± O6-BG [25 µg/ml] für 0, 4 und 24 Stunden erfolgte direkt ins Kulturmedium, in dem 
die Zellen gehalten wurden.  
Nach einer 1-stündigen Vorinkubation mit dem MGMT-Inhibitor O6-BG folgte die 
MNU-Behandlung über die komplette Versuchsdauer. Zu den bestimmten 
Zeitpunkten wurden die Zellen durch Gabe von 0,5 ml Trypsin/EDTA vom 
Plattenboden gelöst und mit 1,5 ml PBS gewaschen (5 min, 1200 rpm) (Rotina 48, 
Hettich). Das Zellpellet wurde erneut in 1 ml PBS gelöst und mithilfe der Zählkammer 





bestimmt. Anschließend wurden pro Zeitpunkt 10.000 bis 15.000 Zellen in 15 µl 
Lösung auf einen Adhäsionsobjektträger (Superfrost Plus Gold, ThermoFischer) 
gegeben und getrocknet. Die Zellen wurden immunzytologisch für O6-meG gefärbt 
und mikroskopisch ausgewertet. 
 
 
3.6.2 Kolonienbildungsversuch (CFA-Sensitivitätstest) 
 
Der Kolonienbildungsversuch (Colony Formation Assay) stellt eine gute Möglichkeit 
dar, das Überleben von Primärzellen nach einer Behandlung mit DNA-reaktiven 
Substanzen zu messen.  
Hierzu wurden primäre mononukleäre Zellen aus dem Knochenmark (Femur und 
Tibia) der Maus isoliert und ex vivo mit steigenden Dosen MNU [0, 2,5, 5, 10, 25, 50 
µg/ml] ± dem MGMT-Inhibitor O6-BG [25 µg/ml] behandelt.  
Die Methyzellulose wurde entweder selbst hergestellt oder gebrauchsfertig (Stem cell 
Tech) gekauft. 
Eingesetzt wurden Triplikate aus je 300.000 Zellen pro Ansatz für je 1 ml MethoCult 
Ansatz. Die Zellen wurden nach Behandlung mit den oben beschriebenen Dosen an 
MNU ± O6-BG kurz gemischt und direkt in 1 ml MethoCult Ansatz gegeben. Der 
MethoCult Ansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: 
 
Ansatz der Methylzellulose (= 100 ml MethoCult Ansatz, Stem cell Tech): 
40 ml MethoCult Base 
30 ml FBS 
10 ml 10 % BSA 
1 ml IL-3 (100 ng/ml) 
200 µl mSCF (100 ng/ml) 
200 µl EPO (2000 U/ml) 
1 ml β-Me (10 mM) 
1 ml Pen/Strep 
17 ml IMDM  
 
 





Nach Zugabe der MNU-behandelten Zellen in die vorbereitete Methylzellulose wurde 
die Zellsuspension unter Vermeidung von Luftbläschen leicht gemischt und für 
sieben Tage bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die entstandenen 
Kolonien am Mikroskop ausgezählt. 
 
Lösungen für die ex vivo Exposition: 
 
10 % BSA:  4 g BSA in 40 ml IMDM lösen, steril filtrieren 
(0,22 µm Filter) 
IL-3 (100 ng/ml):    Stock 10 µg/ml 1:10 verdünnen 
mSCF (100 ng/ml):    Stock 50 µg/ml 1:50 verdünnen 








4.1 Immunzytologische Messung von O6-meG in der DNA von humanen 
Zelllinien und in unterschiedlichen Zelltypen Reparatur-profizienter und  
-defizienter Mauslinien 
Die Immunfluoreszenzfärbung ermöglicht es, O6-meG-Schäden direkt im Zellkern zu 
detektieren. Dazu wird ein spezifischer monoklonaler Primärantikörper (EM 2-3; 
Maus-anti-[O6-meG]) gegen O6-meG eingesetzt, der durch Bindung mit einem 
fluoreszierenden Sekundärantikörper (Kaninchen-anti-Maus-[Ig]-Cy3) ein messbares 
Signal erzeugt. Zudem wurde eine DAPI Gegenfärbung vorgenommen, um den 
DNA-Gehalt jeder Zelle zu bestimmen. Die relative Menge an O6-meG-Schäden zum 
DNA-Gehalt jeder Zelle kann anschließend anhand der Fluoreszenzstärken mit 
einem Mehrkanal-Bildanalysesystem (ACAS II) ermittelt werden. Zum Nachweis, 
dass dieses Detektionssystem O6-meG in der nukleären DNA quantitativ aufzeigt, 
wurde eine humane Fibroblastenzelllinie mit einer Einzeldosis MNU [50 µg/ml] 
behandelt und zur Kontrolle eine unbehandelte Probe mitgeführt (Abb. 19).  
 
 
Abb. 19: Immunfärbung von O
6
-meG-Addukten in der Kern-DNA von MNU-behandelten 
humanen Fibroblasten: Humane Fibroblasten wurden unbehandelt (A, B) oder nach MNU [50 µg/ml] 
+ O
6
-BG [25 µg/ml] -Behandlung (C, D) spezifisch für O
6
-meG angefärbt. A und C zeigen den DNA-
Gehalt (DAPI), B und D den O
6






Anschließend wurden die Zellen immunzytologisch für O6-meG gefärbt. Die Menge 
an O6-meG ermittelte sich aus dem Quotienten des Cy3- (O6-meG) und des DAPI- 
(DNA-Gehalt) Signals. Die Einheit der relativen O6-meG-Menge (C/D) wurde in 
arbitrary fluorescence units [AFU] angegeben. In den unbehandelten Kontrollzellen 
wurde ein DAPI-Signal (Abb. 19 A), allerdings kein O6-meG-spezifisches Cy3-Signal 
detektiert (Abb. 19 B). Bei den MNU-behandelten Zellen wurde sowohl ein DAPI- 
(Abb. 19 C) als auch ein Cy3-Signal (Abb. 19 D) ermittelt, dass die Spezifität des 
Antikörpers für den O6-meG-Schaden zeigt. 
Um eine Dosisabhängigkeit von MNU zu bestimmen, wurden erneut humane 
Fibroblastenzellen mit verschiedenen Dosen an MNU [0, 10, 25, 50, 100 µg/ml] + O6-
BG [25 µg/ml] behandelt. Bei steigender MNU-Dosis konnte ein zunehmendes Cy3-
Signal beobachtet werden. Dies belegte, dass mit steigender Behandlungsdosis 
vermehrt O6-meG-Läsionen auftraten (Abb. 20). In weiteren Versuchen sollte nun die 
Frage geklärt werden, welche Rolle das Reparaturenzym MGMT bei der Entfernung 





Abb. 20: MNU-Dosis-abhängiger Nachweis von O
6
-meG-Addukten in der DNA humaner 
Fibroblasten: Humane Fibroblasten wurden mit O
6
-BG [25 mg/kg] vorinkubiert und anschließend mit 
verschiedenen Dosen MNU [0, 10, 25, 50, 100 µg/ml] über vier Stunden behandelt. Nach der 
Inkubationszeit wurden die Zellen auf Objektträger gebracht und immunzytologisch für O
6
-meG 
angefärbt. Mit Hilfe der ACAS Software wurden aus je 100 Zellen die DAPI- und Cy3-Signale 
gemessen und als Varianzparameter jeweils das 95 %-Konfidenzintervall der 100 gemessenen Zellen 
ermittelt. Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhängig wiederholt. Links: Auftragung der O
6
-
meG-Addukt-Gehalte nach steigenden Dosen MNU; Rechts: Fotographische Darstellung der 








4.1.1 Beteiligung der Methyl-Guanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) an der 
Entfernung von O6-meG-Schäden 
Bislang beschreiben viele Studien, dass ausschließlich das Reparaturprotein MGMT 
an der Entfernung von MNU-induzierten O6-meG:C Schäden beteiligt ist (Roos 2004, 
Kaina 2007). Die meisten Erkenntnisse sind aus Experimenten an Zelllinien oder an 
Primärzellen gewonnen, jedoch nur wenige tierexperimentelle Versuche in dieser 
Richtung durchgeführt worden.  
Um zu untersuchen, ob ausschließlich das MGMT-Protein an der Reparatur von O6-
meG:C Schäden beteiligt ist, wurden Reparatur-profiziente C57BL/6J Wildtypmäuse 
mit einer Einzeldosis MNU (50 mg/kg) oder in Kombination mit dem MGMT-Inhibitor 
O6-BG (25 mg/kg) behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 4, 8, 16, 30 
Stunden) euthanasiert. Für die Analyse wurden Lymphozyten aus der Milz und 
mononukleäre Zellen des Knochenmarks als Repräsentanten des hämatopoetischen 
System ausgewählt sowie Nierencortex-Zellen und Hepatozyten der Leber. Zu den 
angegeben Zeitpunkten wurden die oben genannten Blutzellen isoliert und auf 
Objektträger aufgebracht sowie Niere und Leber entnommen, schockgefroren und 8 
µm-Schnitte angefertigt. Die Proben wurden anschließend im ICA für O6-meG 
spezifisch gefärbt. Anhand der ermittelten relativen O6-meG-Adduktgehalte konnten 
dann Reparaturkinetiken erstellt werden. In den Lymphozyten der Milz (Abb. 21) 
sowie den Zellen des Knochenmarks (nicht gezeigt) wurde nach MNU-Exposition ein 
Anstieg des O6-meG-Gehaltes innerhalb von acht Stunden erkennbar sowie eine 
vollständige Reparatur innerhalb von 30 Stunden. Nach Depletion der MGMT-
Aktivität mit dem Inhibitor O6-BG zeigten sich zu allen Zeitpunkten erheblich (bis zu 
achtfach) höhere O6-meG-Spiegel in der DNA als bei den nur mit MNU-behandelten 
Tieren und eine lediglich partielle (ca. 40 %-tige) Abnahme nach 30 Stunden. Dieser 
Versuch zeigte, wie auch in der Literatur beschrieben, eine erhebliche Beteiligung 
der MGMT an der Reparatur von O6-meG-Läsionen, belegte aber gleichzeitig auch 
die Rolle weiterer Reparaturmechanismen, da auch bei Depletion der MGMT 
weiterhin eine Entfernung dieser Schäden in den untersuchten Zellen stattfand. 
Weiter sollte geprüft werden, ob dieser Effekt speziell für hämatopoetische Zellen 








Abb. 21: Reparaturkinetik von O
6
-meG in der nukleären DNA von Milzlymphozyten nach MNU-
Exposition in vivo: C57BL/6J Wildtypmäuse wurden entweder mit MNU [50 mg/kg] alleine ( ) oder 
mit MNU [50 mg/kg] und O
6
-BG [25 mg/kg] ( ) i.p. behandelt. Zu ausgewählten Zeitpunkten wurden 
Lymphozyten aus der Milz isoliert und spezifisch die O
6
-meG-Läsionen angefärbt. Mit Hilfe der ACAS 
Software wurden je 100 Zellen ausgewertet. Mittelwerte und Varianzparameter(95 %- 
Konfidenzintervall) wurden aus jeweils 100 gemessenen Zellen berechnet. Alle Versuche wurden 
mindestens dreimal unabhängig wiederholt. 
 
Bei der Analyse wurde in den Cortex-Zellen des Nierengewebes sowie den 
Hepatozyten der C57BL/6J-Wildtypmäuse, parallel zu den Lymphozyten, ein Anstieg 
der O6-meG-Konzentration in den ersten vier Stunden nach MNU-Behandlung sowie 
eine vollständige Reparatur nach 30 Stunden detektiert. Bei Blockierung der MGMT 
zeigten die Cortex-Zellen innerhalb der ersten acht Stunden bis zu 9-fach und die 
Hepatozyten bis zu 10-fach höhere O6-meG-Spiegel als die Tiere ohne Inhibitor-
Behandlung (Abbildungen 22 A und B).  
 
 
Abb. 22: MGMT-unabhängige Reparatur von O
6
-meG in der DNA von Nierencortex-Zellen und 
von Hepatozyten nach MNU-Exposition in vivo: Die experimentellen Bedingungen waren wie in 
Abbildung 21 angegeben. Die ICA-Analysen wurden an Gefrierschnitten von Niere (A) und Leber (B) 
durchgeführt.  

































In beiden Zelltypen waren die O6-meG-Addukte aber auch unter MGMT-Inhibition 
bereits nach 16 Stunden nicht mehr nachweisbar. Dies zeigte, dass eine Entfernung 
von O6-meG in allen untersuchten Geweben gleichermaßen stattfand und auch 
MGMT-unabhängig ablief. Es ist daher wahrscheinlich, dass neben der MGMT auch 
ein Exzisions-Reparaturweg an der Entfernung von O6-meG-Schäden beteiligt ist. 
 
4.1.2   Beteiligung der Nukleotid-Exzisions-Reparatur an der Entfernung 
  von O6-meG-Läsionen aus der DNA 
 
4.1.2.1 Das DNA-Schadenserkennungsprotein XPC als essentieller Faktor 
  für die MGMT-unabhängige Reparatur von O6-meG 
Der komplexe NER-Mechanismus erkennt ein breites Spektrum von DNA-
Schadenstypen, die mit unterschiedlicher Effizienz repariert werden. Dabei spielt das 
XPC-Protein als initiale Komponente der global genomischen Reparatur (GG-NER) 
der NER eine entscheidende Rolle in der Schadenserkennung. Um zu prüfen, ob 
dieser Exzisionsreparaturweg unter in vivo-Bedingungen an der Entfernung von O6-
meG aus der DNA von primären Zellen beteiligt ist, wurden syngenen XPC-
profizienten (XPC(+/+)) und XPC-defizienten (XPC(-/-)) Mäusen einmalig entweder nur 
MNU [50 mg/kg] oder MNU [50 mg/kg] und O6-BG [25 mg/kg] i.p. verabreicht. Zu den 
Zeitpunkten 0, 4, 8, 16 und 30 Stunden nach Behandlung wurden, wie unter 4.1.1 
angegeben, Milzlymphozyten und mononukleare Zellen des Knochenmarks isoliert, 
Gewebeschnitte von Niere und Leber angefertigt und O6-meG-spezifisch gefärbt. 
In den Milzlymphozyten beider Mauslinien wurde zum Zeitpunkt acht Stunden nach 
MNU der höchste Adduktspiegel gemessen, der jedoch bei den XPC-defizienten 
Tiere etwa 2,5-fach höher war als bei den Wildtypmäusen. Bei beiden Linien waren 
die Werte nach 16 Stunden auf etwa das gleiche Niveau abgefallen und nach 30 
Stunden waren die Addukte auch in den XPC(-/-)-Zellen zu etwa 80 % repariert (Abb. 
23 A).  
Bei Blockierung der endogenen MGMT erreichte der Adduktspiegel in den 
Lymphozyten der Wildtyptiere bereits nach vier Stunden ein deutlich höheres Niveau 
und die Reparatur verlief langsamer (Abb. 23 B). Bei den XPC(-/-)-Tieren war das 






persistierten über die gesamte Beobachtungszeit von 30 Stunden, ohne das eine 
nennenswerte Reparatur zu beobachten war. 
 
 
Abb. 23: Reparaturkinetiken für O
6
-meG in Milzlymphozyten von NER-profizienten und 
-defizienten Mäusen: Wildtyp- und XPC
(-/-)
-Mäuse wurden entweder mit MNU [50 mg/kg] alleine (A) 
oder mit MNU [50 mg/kg] und O
6
-BG [25 mg/kg] (B) i.p. behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten 
die Lymphozyten aus der Milz isoliert. Diese wurden anschließend für O
6
-meG gefärbt und 100 Zellen 
gemessen, wie in Abb. 21 angegeben. Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhängig 
wiederholt. 
 
Vergleichbare Addukverläufe wurden auch in den Cortex-Zellen der Niere gemessen 
(Abb. 24). Bei den XPC(-/-)-Mäusen erreichten die O6-meG-Konzentrationen vier und 
acht Stunden nach MNU-Behandlung etwa 7-fach höhere Werte als bei den 
Wildtyptieren, zeigten aber bereits nach 16 Stunden einen deutlichen Abfall und 
waren nach 30 Stunden auf das niedrige Niveau der Wildtyptiere wieder abgesunken 
(Abb. 24 A). Dagegen war bei XPC-Verlust und pharmakologischer Blockierung der 
MGMT ein durchgehend hoher O6-meG-Spiegel in der DNA über 30 Stunden 
detektierbar (Abb. 24 B).  
Im Gegensatz zu den Wildtyptieren waren in den Hepatozyten der Leber von XPC(-/-)-
Mäusen vier Stunden nach MNU ebenfalls nennenswerte Adduktmengen messbar. 
Diese fielen dann aber schnell ab und waren nach 30 Stunden fast vollständig 
repariert (Abb. 25 A). Wurde die MGMT-Aktivität durch die O6-BG-Injektion blockiert, 
wurden zwar bei beiden Mausstämmen innerhalb der ersten acht Stunden deutlich 
erhöhte O6-meG-Konzentrationen in der DNA nachgewiesen, aber auch bei 
Funktionsausfall des XPC-Proteins erfolgte in den Hepatozyten im weiteren Verlauf 







Abb. 24: Reparatur von O
6
-meG in MNU-behandelten murinen Cortex-Zellen der Niere in vivo: 
Wildtyp- und XPC
(-/-)
-Mäuse wurden mit MNU [50 mg/kg] alleine (A) oder mit MNU [50 mg/kg] und O
6
-
BG [25 mg/kg] (B) i.p. behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und für 
O
6
-meG angefärbt und gemessen (siehe Abb.21). Alle Versuche wurden mindestens dreimal 
unabhängig wiederholt.  
 
Dies konnte durch die hohe MGMT-Aktivität in der Leber bedingt sein, die vermutlich 
durch eine einmalige O6-BG-Injektion nur unvollständig blockiert wurde.  
Die lange Persistenz der O6-meG-Läsionen in Milzlymphozyten und Nierencortex-
Zellen bei gleichzeitigem Verlust von MGMT- und XPC-Aktivität belegen die große 
funktionelle Bedeutung der Exzisionsreparatur für die Entfernung dieser kritischen 
Schäden aus dem Genom. 
 
 
Abb. 25: Reparaturkinetiken für O
6
-meG aus Hepatozyten NER-profizienter und -defizienter 
Mäuse: Wildtyp- und XPC
(-/-)
-Mäuse wurden jeweils mit MNU [50 mg/kg] allein (A) oder mit MNU [50 
mg/kg] + O
6
-BG [25 mg/kg] (B) i.p. injiziert. Die ICA-Analyse wurde an Gefrierschnitten der Leber 








4.1.2.2 Rolle des XPA-Proteins im Reparaturprozess von O6-meG 
Neben XPC stellt das XPA-Protein eine weitere Komponente des NER-Systems dar. 
XPA ist sowohl in der globalen (GG-NER) als auch der Transkriptions-gekoppelten 
Reparatur (TC-NER) involviert und ist ein wichtiger Faktor bei der Verifizierung von 
DNA-Schäden. Ein Ausfall dieses Proteins führt zum Erliegen der TC-NER sowie der 
GG-NER. Um zu untersuchen, welche Bedeutung XPA für die Entfernung von O6-
meG-Schäden hat, wurden XPA-profiziente (XPA(+/+)) und XPA-defiziente (XPA(-/-))-
Mäuse mit MNU [50 mg/kg] oder MNU [50 mg/kg] und dem MGMT-Inhibitor O6-BG 
[25 mg/kg] i.p. behandelt. Nach 4, 8, 16 und 30 Stunden sowie einer unbehandelten 
Kontrolle wurden Milzlymphozyten und mononukleäre Zellen des Knochenmarks 
entnommen sowie 8 µm Schnitte von Niere und Leber angefertigt und 
immunzytologisch angefärbt. In den Lymphozyten von MNU-behandelten Wildtyp- 
und XPA(-/-)-Tieren wurden innerhalb der ersten acht Stunden ähnliche Addukt-
Mengen detektiert, die nach 30 Stunden in Wildtyptieren vollständig und in XPA(-/-)-
Tieren zu 50 % entfernt wurden (Abb. 26 A). Die Blockierung der MGMT zeigte in 
den XPA(-/-)-Zellen nach acht Stunden bis zu 2-fach höhere O6-meG-Mengen als in 
den XPA(+/+)-Zellen, wobei in beiden Mausstämmen daraufhin eine eingeschränkte 




Abb. 26: XPA spielt eine untergeordnete Rolle in der O
6
-meG-Reparatur in vivo: Wildtyp- und 
XPA
(-/-)
-Mäuse wurden einmalig mit MNU [50 mg/kg] (A) oder mit MNU [50 mg/kg] und O
6
-BG [25 
mg/kg] (B) i.p. behandelt. Lymphozyten der Milz wurden zu den angegebenen Zeitpunkten 
entnommen und einer O
6
-meG-Färbung unterzogen. Die Standardabweichung erfolgte aus den 







In den Zellen des Nierengewebes führte ein Verlust der XPA-Funktion zunächst zu 
einer 6-fach höheren Schadensinduktion vergleichsweise zu XPA(+/+)-Tieren, die 
allerdings nach 30 Stunden wie bei den Wildtyptieren wieder vollständig entfernt 
wurden (Abb. 27 A). 
Die zusätzliche Depletion der MGMT verursachte in den XPA(-/-)-Zellen innerhalb von 
acht Stunden bis zu 2,5-fach höhere Schadensmengen im Vergleich zu 
Reparaturkompetenten Wildtypzellen. Nach weiteren acht Stunden wurden sowohl in 
XPA(-/-)- als auch XPA(+/+)-Zellen die meisten der vorhandenen Schäden wieder 
repariert, so dass nach 30 Stunden lediglich in den XPA(-/-)-Zellen noch 10 % der 
Schäden zurückblieben (Abb. 27 B). 
Die O6-meG-Kinetik in den Hepatozyten der XPA(+/+)- und XPA(-/-)-Tiere lief nach 
MNU-Behandlung über die Zeit ähnlich ab, wobei durch den XPA-Knockout nach vier 
Stunden doppelt so viele O6-meG-Addukte detektiert wurden als beim Wildtyp. Nach 
acht Stunden waren in den XPA(-/-)-Tieren schon 50 % der induzierten Schäden 
repariert und nach 16 Stunden sowohl in XPA(+/+)- als auch XPA(-/-)-Tieren kaum 




Abb. 27: Ein Verlust der XPA-Funktion verringert die O
6
-meG-Reparatur in murinen 
Nierencortex-Zellen nur geringfügig: Wildtyp- und XPA
(-/-)
-Mäusen wurde einmalig MNU [50 mg/kg] 
alleine (A) oder MNU [50 mg/kg] und O
6
-BG [25 mg/kg] (B) i.p. injiziert. Zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten wurden Gefrierschnitte der Niere angefertigt und immunzytologisch angefärbt und 
analysiert (siehe Abb. 21).  
 
Mit Blockierung der MGMT zeigten die XPA(-/-)-Zellen zunächst doppelt so viele O6-
meG-Schäden wie die XPA-profizienten Zellen, die aber in beiden Fällen nach 30 







Abb. 28: XPA-defiziente Maus-Hepatozyten behalten die Fähigkeit O
6
-meG-Schäden aus der 




-Mäuse wurden mit MNU [50 mg/kg] (A) oder in Kombination 
mit O
6
-BG [25 mg/kg] (B) i.p. behandelt. Die ICA-Analyse an Gewebeschnitten der Leber und die 
quantitative Auswertung von drei unabhängigen Experimenten erfolgte wie in Abb. 21 angegeben. 
 
Aufgrund der ähnlichen Reparaturverläufe von O6-meG-Schäden nach MNU-
Behandlung scheint das XPA-Protein bei der Eliminierung dieser Schäden aus der 
DNA lediglich eine untergeordnete Rolle zu spielen, da ein Verlust von XPA nicht zu 
persistierenden O6-meG-Läsionen führt und die Reparatur nur unwesentlich 
beeinträchtigt ist.  
 
4.1.3   Rolle einzelner Komponenten des Fanconi Anämie/BRCA 
 -Signalweges bei der Elimination von O6-meG-Schäden 
 
4.1.3.1 Welche Rolle spielt das FancD2-Protein in der O6-meG-Reparatur? 
Der FA-Signalweg ist hauptsächlich an der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrüchen und Interstrang-Verknüpfungen beteiligt. Das FancD2-Protein 
bildet dabei zusammen mit FancI-Protein den ID-Komplex und erfüllt wichtige 
Schritte im Reparaturprozess. 
Aus Daten von Chen et al. (2007) und Kondo et al. (2010) ist erstmals eine 
Verbindung zwischen dem FA-Signalweg und Alkylierungsschäden festgestellt 
worden. Dabei reagieren sowohl murine als auch humane Fibroblasten, mit einem 
Defekt im FancD2-Protein, extrem sensitiv gegenüber dem methylierenden Agenz 
TMZ. Um nun zu klären, ob FancD2 an der Beseitigung von O6-meG-Schäden 
beteiligt ist, wurden FancD2(+/+)- sowie FancD2(-/-)-Mäuse mit O6-BG [25 mg/kg i.p.] 






verabreicht oder ausschließlich mit MNU [50 mg/kg i.p.] über den angegebenen 
Versuchszeitraum behandelt. Zu jedem Zeitpunkt wurden Lymphozyten der Milz und 
mononukleäre Zellen des Knochenmarks isoliert sowie Gewebeschnitte von Niere 
und Leber erstellt.  
Die Milzlymphozyten der FancD2-knockout-Mäuse wiesen vier Stunden nach MNU-
Behandlung bis zu 2-fach höhere, die Nierencortex-Zellen bis zu 5-fach höhere O6-
meG-Adduktspiegel im Vergleich zu FancD2-Wildtypzellen auf, die nach 30 Stunden 
aber sowohl in Milzlymphozyten als auch Cortez-Zellen wieder vollständig repariert 




Abb. 29: Das FancD2-Protein ist essentiell für die Exzisionsreparatur von O
6





-Mäuse wurden mit MNU [50 mg/kg] alleine (A) oder in Kombination mit 
MGMT-Inhibitor O
6
-BG [25 mg/kg i.p.] (B) behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 
Milzlymphozyten isoliert, für O
6
-meG angefärbt und der Adduktgehalt aus drei unabhängigen Analysen  
gemessen (siehe Abb. 21). 
 
Allerdings führte die gleichzeitige Blockierung der endogenen MGMT in FancD2(-/-)-
Milzlymphozyten zu einem Komplettausfall der Reparatur von O6-meG über den 
gesamten Versuchszeitraum, erkennbar durch dauerhaft hohe Schadensmengen in 
der DNA (Abb. 29 B). 
Auch in den Nierencortex-Zellen konnten die MNU-induzierten O6-meG-Schäden bei 
Abwesenheit des Reparaturproteins MGMT nicht repariert werden und persistierten 
über 30 Stunden in der DNA (Abb. 30 B). 
Im Lebergewebe der FancD2-Wildtyptiere wurden während des gesamten 







Abb. 30: Ein Verlust des FancD2-Proteins führt zu einem Ausfall der O
6
-meG-Reparatur in der 
Niere: Wildtyp- und FancD2
(-/-)
-Tiere wurden mit MNU [50 mg/kg] (A) oder mit MNU [50 mg/kg] und 
O
6
-BG [25 mg/kg i.p.] (B) behandelt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde der O
6
-meG-Gehalt in 
der DNA von Cortex-Zellen der Niere gemessen (siehe Abb. 21). 
 
Erst das gezielte Ausschalten des FancD2-Proteins führte zu einer deutlichen 
Zunahme der Schadensmenge (12-fach), wobei eine zeitabhängige Reparatur dieser 
Schäden nach 30 Stunden messbar war. Die Blockierung der MGMT zeigte in den 
FancD2(-/-)-Zellen nach vier Stunden zunächst 2-fach mehr Schäden als im Wildtyp, 
wobei in beiden Mausstämmen nach 30 Stunden ähnlich viele Läsionen wieder aus 
der DNA entfernt werden konnten (Abb. 31 B.).  
 
Abb. 31: Ein Ausfall von FancD2 führt zu einer deutlich erhöhten Konzentration von O
6
-meG in 
der DNA von Leberzellen: Es wurden Wildtyp- und FancD2
(-/-)
-Mäuse mit MNU [50 mg/kg] (A) oder 
mit MNU [50 mg/kg] und O
6
-BG [25 mg/kg i.p.] (B) behandelt. Zu verschiedenen Zeiten wurden 
Gefrierschnitte der Leber angefertigt und für O
6
-meG angefärbt. Aus 100 gemessenen Zellen wurde 
die Konfidenz als Standardabweichung angegeben (siehe Abb. 21). Alle Versuche wurden mindestens 
dreimal unabhängig durchgeführt.  
 
Diese Ergebnisse zeigen einen alternativen Reparaturweg für O6-meG-Schäden auf, 
der sowohl von Komponenten des klassischen NER-Systems (XPC), als auch von 






4.1.3.2 Einfluss anderer Komponenten des FA-Signalweges an der Reparatur 
  von O6-meG in kultivierten Zellen 
Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass FancD2 einen essentiellen Faktor in der 
Reparatur von O6-meG darstellt. Als Nächstes sollte geklärt werden ob FancI, als 
Homolog von FancD2, eine ebenso bedeutsame Rolle im alternativen Reparaturweg 
besitzt. Dazu wurde eine FancI-defiziente Zelllinie (SII-ip), die aus primären 
Fibroblasten eines FancI-defizienten Patienten etabliert wurde sowie deren retroviral 
rekonstituierte Wildtypform (S 91), für eine zeitabhängige O6-meG-Reparaturkinetik 
herangezogen. Für den Versuch wurden die Fibroblasten bis zu einer Konfluenz von 
60 – 70 % in einer 6-well Schale kultiviert und entweder mit MNU [50 µg/ml] alleine 
oder mit MNU [50 µg/ml] + O6-BG [25 µg/ml] behandelt. Nach 0, 4 und 24 Stunden 
wurden je 15.000 Zellen abgenommen, auf einen Objektträger getropft, getrocknet 
und für O6-meG angefärbt. Die Adduktmengen über die Zeit wurden in Abbildung 32 
dargestellt. Anhand des Schadensverlaufes wurde ersichtlich, dass unabhängig von 
der An- oder Abwesenheit des funktionellen FancI-Proteins eine effiziente Entfernung 
von O6-meG-Läsionen innerhalb des Versuchszeitraumes messbar war (Abb. 32 A).  
 
 
Abb. 32: Ein Ausfall der FancI-Funktion zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die O
6
-meG-
Reparatur in humanen Fibroblasten: Es wurden FancI
(-/-)
- (SII-ip) und FancI-rekonstituierte (S91) 
humane Fibroblasten mit MNU [50 µg/ml] (A) oder mit MNU [50 µg/ml] und O
6
-BG [25 µg/ml] (B) 
behandelt. Zu verschiedenen Zeiten wurden Zellproben entnommen und für O
6
-meG angefärbt. 
Angegeben sind die Mittelwerte und das 95 %-Konfidenzintervall von jeweils 100 gemessenen Zellen. 
Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhängig wiederholt.  
 
Auch die MNU-induzierten O6-meG-Mengen ähnelten sich über die gesamte 
Versuchsdauer. Die Blockierung der MGMT zeigte keine signifikanten Unterschiede 






Zellen. Über 24 Stunden verliefen die Adduktmengen auf ähnlichem Niveau mit einer 
deutlichen Reduktion der Schäden nach 24 Stunden (Abb. 32 B). Dies legt nahe, 
dass diese Fibroblasten nur eine vergleichsweise geringe MGMT-Aktivität besitzen 
und dass FancI keinen relevanten Effekt bei der Entfernung von O6-meG-Schäden 
aus der DNA zeigt. FancI ist somit kein Bestandteil des alternativen Reparaturweges. 
 
4.1.4 Cisplatin-induzierte „cross-link“ Reparatur durch Komponenten des NER 
und FA-Signalweges 
Aus den bisherigen Ergebnissen stellte sich die Frage, ob der hier zumindest in 
Teilen charakterisierte Exzisionsmechanismus ausschließlich auf O6-Alkylierungen 
am Guanin zugreift oder ob er ein breiteres Substratspektrum hat. Deshalb wurden 
analoge DNA-Reparaturanalysen bei Mäusen nach Behandlung mit dem DNA-
reaktiven Zytostatikum Cisplatin durchgeführt. Cisplatin induziert eine Palette 
unterschiedlicher DNA-Addukte, von denen das mengenmäßig häufigste die 
kovalente Intrastrang-Verknüpfung zweier benachbarter Guanin-Basen (Pt-[GpG]) 
darstellt. In dem experimentellen Ansatz sollte die Reparaturfähigkeit für dieses 
Platin-Addukt bei Wildtypmäusen mit der von NER- und FA-defizienten Mäusen 
verglichen werden. Dazu wurden C57BL/6J- Wildtypmäuse, XPC(-/-)-, XPA(-/-)- und 
FancD2(-/-)-Mäuse mit einer einmaligen Dosis Cisplatin [10 mg/kg] i.p. behandelt. 
Nach 0, 16, 30 und 48 Stunden wurden die Nieren entnommen und Gefrierschnitte 
angefertigt. Nach Immunfärbung mit dem Pt-[GpG]- spezifischen Antikörper R-C18 
wurden Reparaturkurven über die Zeit erstellt (Abb. 33).  
In Wildtypmäusen mit funktionellen Reparaturproteinen wurde nach 16 Stunden das 
Adduktmaximum gemessen, sowie eine Reparaturinduzierte Abnahme bei 30 und 48 
Stunden. Bei allen drei „knockout“-Stämmen stieg der Adduktspiegel bis 30 Stunden 
weiter an und nahm nur bei den XPA-defizienten Tieren in den folgenden 18 Stunden 
signifikant ab. Wie oben bereits für die O6-meG-Läsionen gezeigt, scheint auch bei 
der Reparatur von Cisplatin induzierten Pt-[GpG]-Addukten das XPA-Protein nur von 
untergeordneter Bedeutung zu sein, da die Nierencortex-Zellen zum Zeitpunkt 48 
Stunden eine deutlich verringerte Schadensdichte aufwiesen und die Reparatur nur 
partiell verzögert abgelaufen war. Demgegenüber führte ein Funktionsverlust von 
XPC oder FancD2, wie bei O6-meG, zu persistierenden Platinschäden in der DNA. 
Diese Ergebnisse deuten also daraufhin, dass der alternative Reparaturweg nicht 








Abb. 33: Einfluss von NER- und FA-Komponenten auf die Reparatur von Intrastrang „cross-






- Mäuse wurden einmalig mit Cisplatin [10 
mg/kg i.p.] behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Gefrierschnitte der Niere angefertigt und 
mit dem Antikörper R-C18 für Pt-[GpG]-Addukte in der Kern-DNA angefärbt. Die quantitative 
Auswertung erfolgte wie in Abbildung 21 angegeben. 
 
 
4.2 Biologische Folgen durch MNU-induzierte Läsionen in der Maus 
Aus den Reparaturkinetiken der verschiedenen NER- und FA-defizienten Mäuse im 
Vergleich zu Wildtyptieren ging hervor, dass eine MGMT-unabhängige Reparatur von 
O6-meG unbedingt die Anwesenheit von XPC und FancD2, nicht aber von XPA, 
benötigt. Ohne funktionelles XPC- und FancD2-Protein verbleiben in Abwesenheit 
der MGMT-Aktivität dauerhaft hohe Adduktmengen in der DNA der untersuchten 
Zelltypen. Da es sich bei der MGMT und dem hier beschriebenen 
Exzisionsmechanismus um „überlappende“ Reparaturwege für den gleichen 
kritischen Schaden handelt, stellte sich natürlich die Frage nach der relativen 
Bedeutung beider Mechanismen für den Schutz vor den biologischen Auswirkungen 
nach Exposition mit alkylierenden Substanzen. Anhand verschiedener in vivo-
Versuchsmodelle sollten im Folgenden die zytotoxischen sowie mutagenen und 
karzinogenen Effekte von MNU-induzierten Schäden in Abhängigkeit von beiden 








4.2.1   Zytotoxische Auswirkungen nach MNU-Exposition ex vivo und 
  in vivo 
 
4.2.1.1  Koloniebildung als Indikator für das Zellüberleben von 
  hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen nach Gabe von MNU  
  ex vivo 
Nach dem derzeit gültigen Konzept zur zytotoxischen Wirkung von persistierenden 
O6-meG-Schäden der DNA ist zumindest eine Replikationsrunde notwendig (siehe 
Einleitung). Diese Bedingung ist in primärem Mausgewebe mit weit überwiegend 
terminal differenzierten Zellen in der Regel nicht zu realisieren. Deshalb wurde der 
Nachweis der Zytotoxizität bzw. des Zellüberlebens nach MNU-Behandlung zunächst 
an hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen der Maus mit einem 
Koloniebildungsversuch (Colony formation assay) bestimmt. Dafür wurden aus dem 
Knochenmark von Wildtyp-, XPC(-/-)-, FancD2(-/-)- und XPA(-/-)-Mäusen die 
mononukleäre Zellfraktion über eine Ficoll-Zentrifugation isoliert, ex vivo mit 
steigenden Dosen MNU [0, 2,5, 5, 10, 25, 50 µg/ml] ± O6-BG [25 µg/ml] behandelt 
und in eine mit Zytokinen versetzte semifluide Methylcellulose überführt. Die Zytokine 
stimulieren die hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen zur Proliferation und 
erlauben nach einer Inkubation von sieben Tagen bei 37 °C das Auszählen der 
entstandenen Kolonien (Einheit: CFU; Colony Formation Unit). Die Koloniezahl in der 
unbehandelten Zellfraktion wurde auf 100 % normiert und das prozentuale 
Zellüberleben in Relation zur eingesetzten MNU-Konzentration als Überlebenskurve  
dargestellt (Abb. 34). 
Die Wildtypzellen zeigten nach sieben Tagen eine MNU-Dosis-abhängige Abnahme 
der CFU’s über den gesamten Konzentrationsbereich. Bei 25 µg MNU/ml waren noch 
90 % der Zellen fähig Kolonien auszubilden, während bei 50 µg MNU/ml die 
Koloniebildung auf 50 % der Kontrolle abgesunken war. Die Überlebenskurven bei 
den Reparatur-defizienten Zellen zeigten ein deutlich geringes Zellüberleben im 
Vergleich zu den Wildtypzellen. In XPC(-/-)-Zellen waren bei 25 µg MNU/ml im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nur noch 60 % der CFU detektierbar und bei 
50 µg MNU/ml lediglich 40 %. Noch sensitiver reagierten die Knochenmarkzellen der 
FancD2(-/-)- und XPA(-/-)-Tiere. Dort wurde die IC50 Dosis bereits bei 25 µg MNU/ml 






Die Blockierung der endogenen MGMT durch O6-BG erhöhte die MNU-induzierte 
Zytotoxizität sowohl in Wildtyp- als auch in Reparatur-defizienten Zellen 
gleichermaßen stark. Hier wurden schon bei einer Konzentration von 5 µg MNU/ml 
eine CFU von < 50 % und bei 10 µg MNU/ml von < 20 % gezeigt (Abb. 34 B). 
Durch den Koloniebildungsversuch wird deutlich, dass proliferationskompetente 
primäre Mauszellen mit Defekten in den Komponenten XPC, FancD2 oder XPA 
deutlich sensitiver gegenüber MNU sind als die entsprechenden Exzisionsreparatur-
kompetenten Wildtypzellen. Die Funktionalität der untersuchten Reparaturproteine ist 
demnach entscheidend, um MNU-induzierte DNA-Schäden zu beheben und das 
Zellüberleben zu sichern. Daneben besitzt die MGMT eine ebenso bedeutsame 
Schutzfunktion vor zytotoxischen Auswirkungen einer MNU-Exposition, dass an der 
starken Empfindlichkeit der Reparaturaktiven Wildtypzellen nach gleichzeitiger BG-
Injektion sichtbar wird. 
 
 
Abb. 34: Nachweis von MNU-induzierter Zytotoxizität in hämatopoetischen Zellen der Maus 







-Mäusen isoliert und mit steigenden Dosen MNU (A) 
oder MNU + O
6
-BG [25 µg/ml] (B) behandelt. Nach einer Inkubationszeit von sieben Tagen in einem 
mit Zytokinen versetzten Methylzellulose-Medium wurde das Zellüberleben anhand der Zahl 
entstandener Kolonien bestimmt. Die Werte wurden auf die Anzahl der Kolonien in der jeweils 
unbehandelten Kontrolle (100 %) normiert. Jeder Versuch wurde mindestens dreimal unabhängig 
durchgeführt. 
 
4.2.1.2 Myelosuppression als Maß für die MNU-Toxizität im hämatopoetischen 
 System 
Um die relative Schutzfunktion der beiden konkurrierenden Reparatursysteme nicht 
nur an Primärzellen in Kultur sondern auch unter in vivo-Bedingungen näher zu 
beleuchten, bietet sich die Messung der Zellularität im peripheren Blutbild von 






Dazu wurden in einem Vorversuch 12 Wochen alte Wildtyp-, XPC(-/-)-, XPA(-/-)- und 
FancD2(-/-)-Mäuse mit zwei verschiedenen MNU-Dosen [15 mg/kg; 30 mg/kg) i.p. 
behandelt. Die dadurch induzierte Myelotoxizität in hämatopoetischen Stamm- und 
Vorläuferzellen wurde anhand einer differenziellen Zellzählung im peripheren Blut 
über einen Zeitraum von 10 Wochen beobachtet. Wöchentlich erfolgte bei allen 
Tieren eine Blutentnahme (12 µl) mittels Punktion der V. saphena. Daraus wurde 
dann mit einem Vet ABC-Gerät ein Differentialblutbild erstellt, um Anzahl und Typ der 
Zellen im peripheren Blut über die Zeit zu verfolgen. Für die jeweiligen MNU-Dosen 
wurde zunächst ein Tier pro Genotyp für den Versuch eingesetzt. Zur besseren 
Vergleichbarkeit wurde für jedes Tier die gemessene Zahl der weißen Blutzellen als 
Prozentsatz des Messwertes vor der Behandlung (= 100) gesetzt und in einer 
Verlaufsgrafik dargestellt (Abb. 35). Ein Abfall der Werte ließ dann Rückschlüsse auf 
die zytotoxische Wirkung von MNU auf hämatopetische Stamm- und Vorläuferzellen 
im Knochenmark zu.  
Die Behandlung mit einer niedrigen MNU-Dosis [15 mg/kg] zeigte bei dem Wildtyp-, 
XPA(-/-)- und FancD2(-/-)-Tier über die gesamte Beobachtungsdauer keine wesentliche 
Veränderung der Leukozytenzahl im peripheren Blut. Bei dem XPC(-/-)-Tier wurde 
demgegenüber für den Zeitraum vierte bis achte Woche eine leichte Abnahme der 
Zellzahl (auf ca. 60 % der unbehandelten Kontrolle) gemessen, die sich erst in der 
10. Woche erholte (Abb. 35 A).  
Ein deutlich anderes Bild ergab sich nach einer höheren MNU-Dosis von 30 mg/kg 
(Abb. 35 B). Hier reduzierte sich die Zahl der Leukozyten bei dem Wildtyptier bereits 
eine Woche nach Behandlung um 40 % mit einer relativ raschen Erholung während 
der folgenden zwei Wochen. Bei dem XPC(-/-)-Tier sank die Zellzahl innerhalb der 
ersten Woche um 70 % und blieb über die ganze Beobachtungszeit von 10 Wochen 
unterhalb der Ausgangswerte. Das FancD2-defiziente Tier zeigte hingegen keine 
signifikanten Schwankungen der Leukozytenzahl über den gesamten 
Beobachtungszeitraum. Der stärkste myelosuppressive Effekt wurde bei dem XPA(-/-
)-Tier gemessen. Nach MNU-Behandlung nahm die Zellzahl über drei Wochen 
kontinuierlich ab und erreichte dann ein Minimum von <10 % des Ausgangswertes. 
Erst in der vierten Woche erholte sich die Zahl der Leukozyten im Blut und erreichte 
bis zur 10. Woche lediglich 60 % der Ausgangszellzahl.  
Zusammengefasst kann aus diesen Daten geschlossen werden, dass bei dem 






ein kurzfristiger myelosuppressiver Effekt auftrat. Bei einer XPC-Defizienz trat jedoch 
eine deutliche und länger anhaltende zytotoxische Wirkung im hämatopoetischen 
System auf und beim Verlust der XPA-Funktion und hoher MNU-Belastung ein 
dramatischer Zellverlust im peripheren Blut. 
 
 
Abb. 35: Der Einfluss unterschiedlicher MNU-Dosen auf die Leukozytenzahl im peripheren Blut 






-Tier im Alter von 12 Wochen wurde mit 
einer niedrigen [15 mg/kg] (A) und einer höheren [30 mg/kg] (B) MNU-Dosis i.p. behandelt. Die vor der 
Behandlung bestimmte Zellzahl der Leukozyten im peripheren Blut wurde als Prozentsatz = 100 
gesetzt, aus denen die weiteren Messwerte berechnet wurden.  
 
Da, wie eingangs beschrieben, die zytotoxische Wirkung von O6-meG-Addukten 
nach den derzeit gängigen Vorstellungen erst post-replikativ eintritt, hängt das 
Ausmaß der MNU-induzierten Myelosuppression im Wesentlichen auch von der 
Proliferationsrate im hämatopoetischen System der Maus ab. Diese ist im Alter von 
4-6 Wochen deutlicher höher als bei adulten Mäusen. 
Zu diesem Zeitpunkt weisen die Mäuse im peripheren Blut eine Leukozytenzahl von 
4.000 – 8.000/µl auf gegenüber von 12.000 -- 14.000 Zellen/µl bei adulten Tieren.  
Für den Hauptversuch wurden deshalb 4-6 Wochen alte Tiere eingesetzt, um einen 
möglichst hohen myelotoxischen Wirkungsgrad der MNU-Behandlung zu erzielen. 
Außerdem wurde in der Versuchsreihe ein Teil der Mäuse zusätzlich mit O6-BG 
vorbehandelt, um die protektive Rolle der MGMT-Aktivität in diesem in vivo-Modell 
mit zu erfassen.  
Wildtyp-, XPC(-/-)-, XPA(-/-)- und FancD2(-/-)-Mäusen (5 Tiere pro Stamm und 







Wie auch beim Vorversuch wurde allen Tieren wöchentlich Blut entnommen und ein 
Differenzialblutbild erstellt. Außerdem wurde bei jeder Probenahme zusätzlich ein 
Blutausstrich angefertigt, um eventuelle maligne Zelltypen (Lymphoblasten) 
mikroskopisch zu erfassen. Der Verlauf der Leukozytenzahl über 10 Wochen wurde 
als Mittelwert für jede experimentelle Gruppe berechnet. Anhand einer mitgeführten 
Gruppe gleichalter unbehandelter-Mäuse der verschiedenen Genotypen (Wildtyp, 
XPC(-/-) und FancD2(-/-)) wurde der „Normalverlauf“ des Leukozytenspiegels im 
peripheren Blut dokumentiert. Dieser zeigte, dass der Leukozytenwert nach vier 
Wochen auf etwa 150 % anstieg und dass ein Funktionsverlust der beiden 









-Mäuse wurden im Alter von 4-6 Wochen wöchentlich 12 µl peripheres Blut 
entnommen und der natürliche Verlauf des Leukozytenspiegels im peripheren Blut analysiert. Der 
Mittelwert der Leukozyten pro Genotyp wurde zu Beginn des Versuchs = 100 % gesetzt, aus denen 
die weiteren Messwerte berechnet wurden. Die Standardabweichung setzt sich aus den Werten von 
zwei Tieren pro Genotyp zusammen.  
 
Die Behandlung mit MNU hatte bei den Wildtypmäusen keinen suppressiven Effekt 
auf den Leukozytenspiegel im peripheren Blut. Es wurde, wie bei den unbehandelten 
Kontrolltieren, ein kontinuierlicher Anstieg innerhalb der ersten drei Wochen mit 
anschließend etwa gleichbleibendem Niveau bis zum Versuchsende nach 10 






den XPA(-/-)-Tieren nach MNU-Gabe zunächst für drei Wochen bei 100 % und stieg 
danach auf das Niveau der Wildtyptiere an.  
Der Verlust von XPC oder FancD2 hatte zunächst eine messbare Reduktion der 
Zellzahl auf ca. 60 % der Ausgangswerte zur Folge, sie regenerierte sich ab der 2. 
Behandlungswoche stetig und hatte drei Wochen nach MNU-Gabe wieder das 
Ausgangsniveau (100 %) erreicht. Ab der fünften Woche bis zum Versuchsende 
waren keine signifikanten Unterschiede zu den beiden anderen Gruppen mehr 
erkennbar (Abb. 37 A). 
Die zusätzliche pharmakologische Inhibition der MGMT-Aktivität führte bei den vier 
untersuchten Genotypen zu sehr unterschiedlichen Effekten. Anders als bei der 
alleinigen MNU-Behandlung stagnierte die Leukozytenzahl bei den Wildtyptieren für 
zwei Wochen bei 100 % und stieg nachfolgend, wenn überhaupt, nur sehr langsam 
an. Bei den XPC- oder FancD2-defizienten Tieren hatte die zusätzliche Blockierung 
der MGMT-Aktivität keinen verstärkten Einfluss auf die myelotoxische Wirkung von 
MNU. Diese Tiere zeigten eine annähernd gleichermaßen starke Abnahme der 
Leukozytenzahl im peripheren Blut um ca. 50 % (Abb. 37 B).  
 
 





- und  FancD2
(-/-)
 wurden im Alter von 4-6 Wochen mit MNU [50 
mg/kg] (A) oder in Kombination mit O
6
-BG [25 mg/kg] (B) i.p. behandelt. Über einen 
Beobachtungszeitraum von 10 Wochen erfolgte wöchentlich eine Blutentnahme aus der V. saphena 
sowie die differenzielle Zellanalyse über den Vet ABC. Die Mittelwerte und die Standardabweichung 
setzten sich aus den Werten von mindestens 5 Tieren zusammen. Die Startwerte wurden als 100 % 
gesetzt, aus denen die weiteren Messungen berechnet wurden.  
 
Den stärksten suppressiven Effekt bei diesem Behandlungsschema wurde in den 
XPA(-/-)-Tieren gemessen. Innerhalb der ersten sieben Tage kombinierter O6-BG-/ 






Auch nachfolgend erholte sich die Zellzahl der Leukozyten nur langsam, so dass erst 
am Ende des Beobachtungszeitraums der Ausgangswert von 100 % erreicht wurde. 
Die Ergebnisse machen deutlich, dass bei der gewählten MNU-Behandlungsdosis 
die Funktionalität aller untersuchten Reparaturproteine notwendig ist, um im 
peripheren Blut nachweisbare myelosuppressive Effekte durch DNA-Alkylierung zu 
vermeiden. Dabei scheinen die Effekte bei XPC- oder FancD2-knockout nicht von 
der An- oder Abwesenheit funktioneller MGMT-Aktivität in den Stamm- und 
Vorläuferzellen abhängig zu sein.  
Demgegenüber wird die vergleichsweise milde Myelotoxizität von MNU bei Ausfall 
des XPA-Proteins ganz erheblich verstärkt, wenn gleichzeitig die endogene MGMT 
blockiert wird.  
 
4.2.2  Inzidenz von MNU-induzierten Tumoren in der Maus 
Neben der zytotoxischen Wirkung von O6-meG ist, wie oben beschrieben, ein 
weiterer biologischer Stressfaktor das mutagene Potential dieser DNA-Läsion sowie 
das daraus resultierende Risiko maligner Erkrankungen. Um die Rolle der beiden 
Reparatursysteme auch für diesen Aspekt quantitativ zu erfassen, wurde die 
Beobachtungszeit der Mäuse aus dem zuvor durchgeführten Myelosuppressions-
Experiment (siehe Abb. 37) auf maximal 200 Tage nach MNU-Exposition verlängert. 
Die behandelten Tiere wurden dazu regelmäßig auf äußere Anzeichen und durch 
das Anfertigen eines wöchentlichen differenziellen Blutbildes auf eine maligne 
Erkrankung untersucht.  
 
4.2.2.1 Bildungsrate solider Tumoren nach MNU-Exposition 
Die Tiere wurden insgesamt über einen Versuchszeitraum von 200 Tagen unter 
Standardbedingungen gehalten und der Gesundheitszustand anhand verschiedener 
Kriterien (Sozialverhalten, Gewicht, Fellbeschaffenheit, Mobilität, Atmung) sowie des 
wöchentlich angefertigten Differentialblutbildes überprüft. Außerdem wurden bei 
jeder Blutentnahme Zellausstriche angefertigt, um mögliche Anzeichen einer 
malignen Veränderung anhand von lymphoblastoiden Zellen im peripheren Blut 
frühzeitig zu detektieren. Tiere mit Krankheitszeichen wurden euthanasiert, seziert 






wurden für die Anfertigung von Paraffin-Gewebeschnitten im Institut für Pathologie 
(UK Essen) fixiert und gesammelt.  
Eine gute Aussage über den Gesundheitszustand konnte anhand der 
Differentialblutbilder gemacht werden, da größere Abweichungen der Leukozyten- 
und Erythrozytenzahlen vom Normalwert frühzeitig eine Erkrankung anzeigten (Abb. 
38 A+B).  
 
 
Abb. 38: Differentialblutbild der Maus: A) Differentialblutbild einer gesunden C57BL/6J 
Wildtypmaus, 13 Wochen nach MNU-Behandlung (ohne Befund, 200 Tage überlebt); B) 
Differentialblutbild einer schwer erkrankten FancD2
(-/-)
-Maus, 13 Wochen nach MNU-Behandlung 
(Thymom, Tag 90 euthanasiert). 
 
In Abbildung 38 A ist eine natürliche Blutzellverteilung aus dem peripheren Blut 
dargestellt. Die Zahl der Leukozyten („White Blood Cells“) schwankt in gesunden 
Tieren zwischen 10 und 14 x 103 Zellen / mm3 und die der Erythrozyten zwischen 9 
und 12 x 106 Zellen / mm3. Die prozentuale Verteilung innerhalb der 
Leukozytenfraktion liegt bei 85 - 87 % Lymphozyten (LYM), 2 - 3 % Monozyten (MO) 






Zellparametern deuten auf eine bösartige Erkrankung im hämatopoetischen System 
hin (Abb. 38 B). 
Weitere Krankheitssymptome (Gewicht, Sozialverhalten, Atmung, etc.) traten in den 
meisten Fällen erst im Endstadium, also bei schon weit fortgeschrittener Erkrankung 
auf. Insgesamt wurden acht Mäuse mit einem Thymom (nur NER(-/-)-Tiere) 
beobachtet, ein Tier mit einer nachgewiesenen Leukämie (XPC(-/-)), sieben Tiere mit 
ausgeprägter Splenomegalie (möglicherweise myeloproliferatives Syndrom) (ein 
Wildtyptier, sechs NER(-/-)-Tiere) sowie eine Maus mit einem Milztumor (XPC(-/-)) 
(Tab. 10).  
 



















5/5* 0/5 1/5 0/5 
 Wildtyp 
(C57BL/6J) 3/5 1/5 0/5 1/5 
FancD2  
1/4 2/4 1/4  0/4 
 FancD2 
2/5 2/5 0/5 1/5 
XPC  
1/5 1/5 3/5 0/5 
 XPC 
1/4  2/4 1/4  0/4 
XPA  
4/4 0/4 0/4 0/4 
 XPA 
1/4 3/4  1/4  0/4 
* vergrößerte Milz nach 200 Tagen, äußerlich gesund 
 
Anhand der dokumentierten Daten (Häufigkeit und Latenzzeit) wurde eine Kaplan-
Meier-Kurve zum tumorfreien Überleben [%] über die Zeit [Wochen] nach 
Behandlung mit MNU bzw. MNU + O6-BG berechnet (Abb. 39 und 40). In der Gruppe 
der MNU-behandelten Tiere zeigten die Wildtyp- sowie die XPA(-/-)-Tiere über die 
gesamte Versuchsdauer keine krankheitsauffälligen Merkmale. Lediglich bei einem 
Wildtyptier wurde bei der Sektion am Ende der Beobachtungszeit eine leicht 






Demgegenüber führte ein XPC- oder FancD2-Knockout zu einer verkürzten 
tumorfreien Überlebensdauer. Lediglich 50 % (2/4) der FancD2(-/-)-Mäuse erreichten 
200 Tage ohne krankhafte Symptome, von denen ein Tier nach Sektion einen Tumor 
(Thymom) zeigte. Die zwei zuvor erkrankten Tiere dieses Genotyps entwickelten 
eine Splenomegalie nach 90 bzw. 106 Tagen. 
Bei den XPC(-/-)-Mäusen lag das tumorfreie Überleben bei 20 % (1/5). Dabei wurde 
bei einem Tier nach 95 Tagen eine Leukämie diagnostiziert und bei den drei weiteren 
Tieren eine Splenomegalie (90, 128 und 141 Tage nach MNU).  
 
 
Abb. 39: Überlebenszeitanalyse von verschiedenen Reparatur-profizienten und -defizienten 




- (n=4) und 
FancD2
(-/-)
-Mäuse (n=5) am Tag 0 mit einer einmaligen Dosis MNU [50 mg/kg] behandelt und 200 
Tage beobachtet. Das tumorfreie Überleben der behandelten Mäuse wurde in einer Kaplan-Meier-
Kurve dargestellt.  
 
Eine zusätzliche pharmakologische Inhibierung der MGMT durch Vorinkubation mit 
O6-BG führte bei allen untersuchten Mauslinien zu einem deutlich stärkeren 
karzinogenen Effekt als durch MNU alleine. Bei den Wildtyptieren lebten 80 % (4/5) 
der Tiere bis zum Ende der Versuchszeit ohne einen von außen erkennbaren Tumor, 
wobei nach 200 Tagen drei der vier überlebenden Tiere nach Sektion einen 
vergrößerten Thymus aufwiesen. Eine Wildtypmaus starb 135 Tage nach der MNU-
Behandlung ohne ersichtlichen Grund. 
Die Depletion der MGMT führte bei den XPC(-/-)-Tieren nicht zu einer vermehrten 
Tumorinduktion im Vergleich zu der nur MNU-behandelten Gruppe. Ein Tier dieser 






vergrößerte Milzgewebe (Tag 89 bzw. Tag 200) oder entwickelten einen soliden 
Tumor des Thymus (Tag 106).  
In der Gruppe mit FancD2-Verlust überlebten 40 % (2/5) der Tiere 200 Tage ohne 
Befunde. Ein Tier starb am 135. Behandlungstag ohne ersichtlichen Grund. Bei 
einem weiteren Tier wurde nach 200 Tagen ein kleiner Tumor (Thymom) während 
der Sektion entdeckt. Die verstorbenen Tiere an Tag 90 bzw. 149 wiesen jeweils 
einen soliden Tumor (Thymom) auf. Somit war nur ein Tier dieser Gruppe nach 200 
Tagen ohne Befund.  
Den stärksten karzinogenen Effekt zeigte die Behandlung der XPA(-/-)-Tiere. 75 % 
(3/4) der Tiere entwickelten einen soliden Tumor zwischen Tag 70 und 97 (70, 73, 97 
Tage nach MNU Behandlung). Das einzige Tier dieser Gruppe, das 200 Tage 





Abb. 40: Eine Depletion der MGMT-Aktivität reduziert die tumorfreie Überlebenszeit von XPA-
defizienten Mäusen dramatisch: Wildtyp- (n=5), XPC
(-/-)
- (n=5),  XPA
(-/-)
- (n=4) und FancD2
(-/-)
 -
Mäuse (n=5) wurden am Tag 0 mit MNU [50 mg/kg] und O
6
-BG [25 mg/kg] behandelt und über eine 
Dauer von 200 Tage beobachtet. Die Überlebensrate ohne Anzeichen einer Tumorerkrankung wurde 
in einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt.  
 
Der frühste Zeitpunkt einer Erkrankung lag bei der MNU-behandelten Gruppe im 
Durchschnitt bei Tag 90, die letzten Erkrankungen wurden am 149. Behandlungstag 
detektiert (Abb. 39). Demgegenüber führte ein Verlust der MGMT-Aktivität zu einer 
verkürzten Latenzzeit (70 Tage nach Behandlung), wobei auch in dieser Gruppe die 






4.2.2.2 T-Zell Lymphome als dominanter Tumortyp bei der MNU-induzierten 
  Karzinogenese 
Lymphome sind bei Mäusen die bei weitem häufigste Form von neoplastischen 
Erkrankungen nach Exposition mit DNA-alkylierenden Verbindungen wie MNU 
(Dumenco 1993). Seltener werden auch andere Tumoren der Milz oder Leber 
beschrieben. Um dies für die vorliegende Untersuchung zu bestätigen und zu 
ermitteln, ob sich gegebenenfalls Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Reparatur-profizienten und -defizienten Mausstämmen ergeben, wurden die 
Tumoren nach Resektion näher charakterisiert. Dazu wurden HE (Hämalaun-Eosin) -
gefärbte Paraffin-Dünnschnitte aus Milz, Leber und Thymus, sowie Blutausstriche 
und Zellen aus Knochenmark und Milz analysiert. Die Zellen aus Knochenmark und 
Milz wurden nach Entnahme und Aufreinigung (Kap. 3.2.9) für reife T-Zell- (CD4, 
CD8a) bzw. B-Zell- (B220) Oberflächenmarker mit den entsprechenden Antikörpern 
gefärbt und durchflusszytometrisch (FACS) gemessen. Die prozentuale Verteilung 
der T- bzw. B-Zellen pro Tier in dem untersuchten Gewebe wurde grafisch dargestellt 
(Abb. 41 und 42).  
Der Anteil reifer T- bzw. B-Zellen im Knochenmark liegt für gesunde Mäuse bei ca. 
1%. Höhere Werte deuten in der Regel auf eine maligne Erkrankung im 
hämatopoetischen System hin. Bei der Auswertung der T-Zellmarker CD4 und CD8 
aus dem Knochenmark fanden sich bei den Wildtyptieren nach MNU-Behandlung 
Werte zwischen 0,8 % und 1,2 %. Nach zusätzlicher Depletion der MGMT-Aktivität 
schwankten die Werte zwischen 2 - 5 %. Bei Verlust des FancD2-Proteins variierte 
der Anteil an T-Zellen nach MNU zwischen 1,5 und 3 %, bei zusätzlicher Blockierung 
der MGMT zwischen 4 und 8 %. Bei den XPC(-/-)-Mäusen wurden Werte zwischen 1,5 
und 4 % gemessen, wobei auffiel, dass bei einem Tier dieser Gruppe ein extrem 
hoher Anteil (50 %) ausschließlich CD4/CD8 doppelt-positive T-Zellen auftrat. Eine 
zusätzliche Blockierung der endogenen MGMT durch O6-BG führte zu 2,5 bis 8,5 % 
reifen T-Zellen. Im Knochenmark von XPA(-/-)-Tieren wurden 4 - 6 % reife T-Zellen 
gemessen und nach vorheriger Depletion der MGMT 2 - 10 %. Für den B-Zellmarker 








Abb. 41: Durchflusszytometrische Bestimmung des T- und B-Zellanteils im Knochenmark von 
Mäusen nach MNU ± O
6







Mäuse wurden mit MNU [50 mg/kg] ± O
6
-BG [25 mg/kg] i.p. behandelt. Bei Erkrankungssymptomen 
oder nach 200 Tagen wurden die Zellen des Knochenmarks entnommen, für T-Zell (CD4, CD8)- und 
B-Zell-Oberflächenmarker (B220) gefärbt und die Verteilung durchflusszytometrisch bestimmt. 
 
Entsprechende FACS-Messungen wurden auch für die Lymphozytenfraktion der Milz 
durchgeführt (Abb. 42). Der Anteil reifer T- und B-Zellen im Milzgewebe gesunder 
Mäuse beträgt durchschnittlich 10 - 30 %.  
Bei Anwesenheit aller untersuchten Reparaturproteine wurden bei den Wildtyptieren 
nach MNU-Behandlung zwischen 20 % und 25 % reife T-Zellen detektiert, die auch 
bei vorheriger MGMT-Inaktivierung auf demselben Niveau verblieben. In den 
FancD2(-/-)-Tieren wurden 8 - 18 % reife T-Zellen gemessen, die bei gleichzeitiger 
Behandlung mit O6-BG zwischen 10 % und 30 % schwankten. In der Milz der XPC(-/-) 
-Tiere wurden, unabhängig von aktiver MGMT, zwischen 10 % und 20% ausgereifter 
T-Zellen gemessen, wobei auch hier ein Tier, wie schon bei den Messungen in den 
Knochenmarkzellen gesehen, mit einem hohen Gehalt CD4/CD8-doppelt-positiver T-
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Abb. 42: Durchflusszytometrische Analyse des T- und B-Zellanteils bei Milzlymphozyten von 







 (D2)- Mäuse wurden mit MNU [50 mg/kg] ± O
6
-BG [25 
mg/kg] behandelt. Bei Erkrankung oder nach 200 Tagen wurden Lymphozyten aus der Milz isoliert 
und für T-Zell (CD4, CD8) und B-Zell-Oberflächenmarker (B220) gefärbt und durchflusszytometrisch 
gemessen.  
 
Der Anteil von reifen T-Zellen bei den XPA(-/-)-Tieren lag zwischen 10 % und 20 %, 
erreichte allerdings bei gleichzeitiger MGMT-Inhibition bis zu 30 %. Wie bei den 
Zellen des Knochenmarks zeigten auch hier alle Tiere für den Oberflächenmarker 
B220 < 1 % positive B-Zellen. 
Eindeutig identifiziert wurde mit der durchflusszytometrischen Analyse eine Leukämie 
in einem XPC(-/-)-Tier (MNU-behandelt), die durch extrem hohe Konzentrationen 
(über 50 %) an CD4/CD8 doppelt-positiven T-Zellen sowohl im Knochenmark als 
auch in Milzlymphozyten erkennbar wurde. Zusätzlich belegt wurde dieses Ergebnis 
durch die im Versuch angefertigten Blutausstriche. Diese wurden direkt im Anschluss 
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unterschiedlichen Blutzelltypen angefärbt, um mögliche Veränderung im Blut durch 
Anwesenheit maligner Zellen (Lymphoblasten) frühzeitig zu erkennen. Bei der 
leukämischen XPC(-/-)-Maus konnten im Blutausstrich maligne Lymphoblasten 
nachgewiesen werden (Abb. 43), die bei unbehandelten Kontrolltieren nicht auftraten 
(Abb. 44).  
 
 
Abb. 43: Beispiel einer Leukämie bei einer MNU-behandelten Maus: Dargestellt sind Zellen des 
Knochenmarks einer XPC
(-/-)
-Maus nach MNU-Exposition. Die nach Wright-Giemsa angefärbten Zellen 





Abb. 44: Zellen aus dem Knochenmark einer gesunden Maus (Wright-Giemsa): Einer 
unbehandelten Maus wurden Knochenmarkzellen entnommen, über einen Cytospin auf Objektträger 
gebracht und anschließend nach Wright-Giemsa gefärbt. Mikroskopische Darstellung der 














Abschließend wurden die gesammelten Gewebe (Milz, Thymus) der behandelten 
Mäuse mit fachlicher Unterstützung eines Hämatologen auf tumoröse Merkmale 
untersucht. Bei den entnommenen Thymusgeweben wurden anhand der 
angefertigten Dünnschnitte zweifelfrei die markanten Merkmale maligner Zellen 
detektiert, die deutliche Unterschiede zu gesunden Thymozyten (T-Lymphozyten) 
aufwiesen. Die Zellkerne gesunder Zellen waren im Gewebeverband eher klein und 
locker angesiedelt, während die Zellkerne bei einem Thymom stark vergrößert und 
dicht gepackt waren. Dadurch wurden homogene tumoröse Areale sichtbar oder das 





Abb. 45: Paraffin-Gewebeschnitt des Thymus der Maus (HE-Färbung): Beispielhafte  Darstellung 
eines gesunden Thymus (A) im Vergleich zu einer tumorösen Veränderung (Thymom) (B) nach MNU-
Exposition bei gleichzeitigem Verlust der DNA Reparatur (XPC
(-/-)
) Objektiv 40-fach; C) Foto eines 
Thymoms in der Maus nach Euthanasie 
 
Bei den Gewebeschnitten der Milz konnte bei einer Maus, die nach Sektion eine 
vergrößerte Milz aufwies, eindeutig ein Milztumor nachgewiesen werden (Abb. 46 A). 
Auch hierbei besaßen die Tumorzellen einen deutlich größeren Zellkern als bei 
gesundem Gewebe (Abb. 46 B). Das tumoröse Gewebe wirkte sehr homogen und 
dicht vernetzt, während im gesunden Milzgewebe deutlich unterschiedlich 
strukturierte Areale zu finden waren.  
Bei den anderen sechs Tieren, die eine Splenomegalie entwickelten, fanden sich 
keine Anzeichen eines Milztumors. Bei diesen Tieren war die Vergrößerung des 
Organs vermutlich bedingt durch eine vermehrte Zellproliferation verschiedener 






Zeichen für einen Mangel an hämatopoetischen Zellen im Knochenmark nach 
massivem Zellverlust oder durch maligne Zellveränderungen. Dies konnte partiell in 
den Blutausstrichen durch detektierbare Mengen an Lymphoblasten-Zellen sowie 





Abb. 46: Paraffin-Gewebeschnitt der Milz bei der Maus (HE-Färbung): Darstellung einer 
unauffälligen Milz einer Kontrollmaus (A) im Vergleich zu einer tumorösen Splenomegalie (Milztumor) 
(B) bei einer MNU-behandelten Maus mit Verlust der DNA-Reparatur (XPC
(-/-)
); Objektiv 40-fach; (C) 
Unterschiede der Organgröße der Milz bei einer gesunden Kontrollmaus (rechts) zu einer erkrankten 
FancD2
(-/-)
-Maus (links) nach MNU-Behandlung. 
 
 
4.2.3 Bestimmung der Mutationsrate anhand des lacZ-transgenen 
Mausmodells (“small blue mouse“ model) 
Neben dem Zelltod und maligner Transformation sollte als dritter biologischer Aspekt 
die Entstehung von MNU-induzierten Mutationen in Abhängigkeit der DNA-
Reparaturleistung untersucht werden. Anders als in Zellkulturexperimenten, bei 
denen auf einen mutierten Phänotyp hin selektioniert werden kann, sind solche 
Analysen im Gewebe von Mäusen aufgrund der geringen Mutationsfrequenz viel 
schwieriger. Daher wurden in den letzten Jahren spezielle Mausstämme mit 
transgenen „Indikatorsequenzen“ entwickelt, nach deren Isolierung der notwendige 
Selektionsschritt in einem anderen, meist prokaryotischen Zellsystem, stattfindet. 
Das transgene lacZ-Mausmodell ist eins der ersten etablierten in vivo-Modelle, dass 
unter anderem auf die Bestimmung von Mutationsraten in hämatopoetischen Zellen 
hin optimiert wurde. Das Genom dieser Mäuse enthält eine in der Keimbahn 
integrierte Sequenz, die 20 als „tandem repeat“ angeordnete Sequenzen des 






exprimiert und unterliegt somit dem Zugriff der globalen genomischen Reparatur 
(GG-NER), nicht aber dem transkriptions-gekoppelten Mechanismus (TC-NER) der 
NER. Um die mutagene Wirkung von MNU auf dem Hintergrund der oben 
beschriebenen Reparatur-profizienten und -defizienten Stämme mit diesem 
Mausmodell zu bestimmen, wurden zunächst transgene Mäuse (LacZ(+)/C57BL/6J) 
sowohl mit XPC(-/-)- (GG-NER inaktiv) als auch mit XPA(-/-)-Tieren (GG-NER und TC-
NER inaktiv) verpaart. Aus den daraus entstandenen LacZ(+)/Wildtyp- sowie 
LacZ(+)/XPC(-/-)- und LacZ(+)/XPA(-/-)-Mäusen sollte dann die Frequenz von MNU-




4.2.3.1 Bestimmung der basalen Mutationsrate aus Zellen des Knochenmarks 
  von Reparatur-profizienten und -defizienten Tieren 
Zur Bestimmung der basalen Mutationsrate wurde dieser Versuch zunächst mit den 
unterschiedlichen Mauslinien ohne MNU-Exposition durchgeführt. Nach Euthanasie 
wurde die DNA aus Knochenmarkzellen von Femur und Tibia isoliert. Die in der 
genomischen DNA enthaltenen lacZ-Sequenzen wurden enzymatisch 
herausgeschnitten und über Magnetbead-gekoppelte Antikörper isoliert (siehe 
Material und Experimenteller Teil). Die vereinzelten lacZ-Sequenzen wurden dann in 
einen pUR288-Expressionsvektor einkloniert und in elektrokompetente E. coli 
(ΔlacZ/galE-) transfiziert. Anhand von Selektionsplatten (P-Gal) wurden Funktions-
defiziente lacZ-Mutanten von Bakterien mit intaktem LacZ-Protein unterschieden und 
daraus die vorläufige Mutationsrate berechnet. Da nach MNU-induzierten Basen-
Methylierungen in der DNA überwiegend Punktmutationen entstehen sollten, wurde 
die Häufigkeit in der aus den E. coli-Mutanten isolierten DNA dieses Mutationstyps 
nach Gelelektrophorese anhand eines spezifischen Bandenmusters (lacZ-unverdaut 
sowie nach AvaI und HindIII-Restriktionsverdau) ermittelt. 
Die basale Mutationsrate in den Knochenmarkzellen der unterschiedlichen 
Mauslinien ergab sich als Mittelwert von zwei Tieren aus der Häufigkeit von 
Punktmutationen pro Gewebe (Mutationsfrequenz). 
Diese Frequenz betrug bei unbehandelten Wildtyptieren 1 x 10-4, bei XPC(-/-)-Tieren 
1,16 x 10-4 und bei XPA(-/-)-Tieren 1,1 x 10-4. Da signifikante Unterschiede zwischen 






Reparaturrelevanten Komponente, wie XPC oder XPA, in diesem Testsystem nicht 
zu einer detektierbaren Erhöhung der spontanen Mutationsrate in 
Knochenmarkzellen dieser Mäuse.  
Durch einmalige Blockierung der MGMT mit O6-BG erhöhte sich die Mutationsrate 
bei Wildtyptieren von 1,0 x 10-4 auf 1,5 x 10-4, bei XPC(-/-)-Tieren von 1,16 x 10-4 auf 
2,40 x10-4, und bei XPA(-/-)-Tieren von 1,1 x 10-4 auf 1,15 x 10-4. Demnach führte in 
Abwesenheit von XPC die Depletion der MGMT-Aktivität zu einer Verdopplung der 
basalen Mutationsrate in den Knochenmarkzellen, während sie bei Wildtyp- und 
XPA(-/-)-Tieren vergleichsweise konstant blieb (Abb. 47). Aufgrund der hohen 
Standardabweichungen bei den XPC(-/-)- und XPA(-/-)-Tieren konnten jedoch keine 






Abb. 47: Bestimmung der basalen Mutationsrate in den hämatopoetischen Zellen von Wildtyp- 










-Tiere wurden entweder mit O
6
-BG [25 mg/kg] behandelt oder als unbehandelte 
Kontrolle mitgeführt. Nach 10 Tagen wurden aus den Zellen des Knochenmarks die lacZ-Sequenzen 
isoliert und in elektrokompetente E. coli Bakterien (ΔlacZ/galE
-
) transfiziert. Aus der Anzahl der auf 
LacZ-Funktionsverlust selektionierten Bakterienkolonien wurde dann die spontane Mutationsrate 
ermittelt. Der Versuch wurde mit je 2 Tieren/Mauslinie in unabhängigen Analysen durchgeführt. BG = 
mit O
6










4.2.3.2 Ermittlung der MNU-induzierten Mutationsrate in Reparatur-profizienten 
 und -defizienten Mäusen 
Aufgrund ähnlicher basaler Mutationsraten in den untersuchten Mauslinien wurden 
im nächsten Schritt die MNU-induzierten Mutationsraten im Knochenmark der lacZ-
transgenen Mäuse bestimmt. Dazu wurden LacZ(+)/Wildtyp-, LacZ(+)/XPC(-/-)- und 
LacZ(+)/XPA(-/-)-Tieren einmalig MNU [50 mg/kg] alleine oder nach Vorbehandlung mit 
O6-BG [25 mg/kg] i.p. injiziert und unter Standardbedingungen gehalten. Nach der 
Inkubationszeit von 10 Tagen wurden die Mäuse euthanasiert, die Zellen des 
Knochenmarks entnommen und die MNU-induzierte Punktmutationsrate im lacZ-
Indikatorgen, wie oben beschrieben, bestimmt (Abb. 48). 
Die Behandlung mit MNU verursachte sowohl bei Wildtyp- (1,47 x 10-3), als auch 
XPC(-/-)- (2,35 x 10-3) und XPA(-/-)- (2,14 x 10-3) Tieren eine etwa 10-fache Erhöhung 
der Mutationsrate im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Zudem wurde bei 
den NER-defizienten XPC(-/-)- und XPA(-/-)-Mäusen eine etwa 2-fach höhere 
Mutationsfrequenz detektiert als bei den Wildtyptieren (Abb. 48 A).  
Eine zusätzliche Blockierung der MGMT durch O6-BG führte nicht zu einer weiteren 
Erhöhung der Mutationsrate. Die Frequenzen lagen hier bei 1,71 x 10-3 (Wildtyp), 
1,79 x 10-3 (XPC(-/-)) und 2,21 x 10-3 (XPA(-/-)). Signifikante Unterschiede zwischen 
Wildtyp- und NER-defizienten Tieren wurden jedoch nicht beobachtet (Abb. 48 B). 
Da von den MNU-induzierten DNA-Methylierungen dem O6-meG-Addukt das stärkste 
mutagene Potential zugeschrieben wird, sollte im Folgenden der den detektierten 
lacZ-Mutationen zugrunde liegende Basenaustausch bzw. -verlust bestimmt werden. 
Dazu wurden von den selektierten Bakterienklonen mit Punktmutation im lacZ-Gen 
pro Genotyp und Tier je 5 Klone stichprobenartig ausgewählt und für eine DNA-
Sequenzierung in Glycerin eingefroren. Anhand der Sequenzierung sollte 
anschließend untersucht werden, ob als Ursprung der entstandenen 








Abb. 48: MNU-induzierte Mutationsraten in den hämatopoetischen Zellen von Reparatur-











wurden mit einer einmaligen Dosis von MNU [50 mg/kg] (A) oder zusätzlich mit O
6
-BG [25 mg/kg] (B) 
i.p. behandelt. Die Mutationsfrequenz im lacZ-Gen wurde, wie in Abbildung 47 beschrieben, bestimmt. 
Das Experiment wurde mit je vier Tieren/Mauslinie in unabhängigen Analysen durchgeführt. 
schraffierte Balken = unbehandelte Kontrollen; farbige Balken = MNU-exponierte Mausstämme; K = 
Kontrolle. 
 
4.2.3.3 Sequenzanalyse von MNU-induzierten Punktmutationen im lacZ-Gen 
Die DNA-Sequenzierung ermöglicht es, Abweichungen in der Nukleotidsequenz 
eines Genes zu identifizieren und daraus mögliche Rückschlüsse auf den 
verursachenden DNA-Schaden zu ziehen. Dadurch können spezifische 
Sequenzveränderungen wie G:C  A:T Basenpaarmutationen, die möglicherweise 
auf persistierende O6-Methylguanin-Schäden zurückzuführen sind, erkannt werden. 
Hierzu wurden aus den selektierten Bakterienklonen des Mutations-Assays, die pUR 
288-Plasmide mit der lacZ-DNA isoliert, amplifiziert und für die Sequenzierung 
vorbereitet. Es standen sechs Sequenzierungsprimer zur Verfügung, die in 
Kombination das gesamte lacZ-Plasmid (4200 Bp.) abdecken konnten. Aufgrund der 
großen Probenzahl wurden zunächst nur die ersten zwei Primer genutzt, die eine 
Sequenzierung des Gens ab Position 366 ermöglichten (siehe Abb. 49). Insgesamt 






XPC(-/-)) nach MNU- bzw. MNU + O6-BG-Behandlung zur Verfügung, von denen 54 
Proben sequenziert wurden. Bei 40 der 54 Proben konnte eine erfolgreiche 
Sequenzierung durchgeführt werden und mit den eingesetzten Primern wurden dabei 
13 Punktmutationen im Vergleich zur Referenzsequenz (Wildtypkontrolle) detektiert. 
Die meisten Mutationen befanden sich am N-Terminus der lacZ-Sequenz, die vom 
ersten Primer abdeckt wurden (Abb. 49).  
Im lacZ-Gen fanden sich bei MNU-behandelten Wildtypmäusen von sieben 
erfolgreichen Sequenzierungsanalysen zwei Mutationen an der Position 419 (AG) 
und 827 (GA) (Tab. 11). Bei den XPC-defizienten Tieren wurden aus sechs 
erfolgreich analysierten Proben zwei Mutationen entdeckt (GC an Position 428; A-
>G an Position 430). Bei XPA-Defizienz wurde aus sieben erfolgreich sequenzierten 
Proben eine Mutation von C->T an Position 489 gemessen. 
In der Gruppe der MNU + O6-BG-behandelten Tieren wurden beim Wildtyp drei 
Mutationen detektiert (AC an Position 413; GA an Position 819; GA an 
Position 1001), in XPC(-/-)-Tieren ebenfalls drei Mutationen (AG an Position 430; 
TG an Position1229; GA an Position 1230) und bei XPA(-/-)-Tieren zwei 
Mutationen an gleichen Position (GA an Position 488).  
Die Anzahl an MNU-induzierten Punktmutationen wurde durch die Blockierung der 
MGMT nicht erhöht, in beiden Gruppen wurden ähnliche viele Mutationen detektiert. 
Insgesamt wurden sechs verschiedene Mutationstypen in diesen Proben gefunden.  
Die Folgen der unterschiedlichen Punktmutationen auf die Aminosäuresequenz 
wurden anhand der Basenaustausche gegenüber einer Referenzsequenz ermittelt. In 
der Wildtypsituation verursachte die Mutation an Position 419 (Basenaustausch von 
AG) keine veränderte Aminosäure-Sequenz im Protein. Die Mutation an Position 
827 von GA führte zum Austausch von Tryptophan gegen Cystein. Unter 
Blockierung der MGMT fanden sich bei den Wildtyptieren erneut Mutationen mit 
einem Basenaustausch ohne Folgen (Position 413: AlaninAlanin) und zwei 
Mutationen mit einem Aminosäureaustausch (Position 819: 
AsparaginsäureAsparagin; Position 1001: TryptophanCystein). Bei den XPC(-/-)-
Tieren veränderte die GC Mutation (Position 428) die Aminosäuresequenz nicht 
und an Position 430 entstand durch die Mutation eine Veränderung von 
















Tab. 11: Übersicht der MNU-induzierten Punktmutationen im lacZ-Gen 
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Die drei Mutationen der XPC- und MGMT-depletieren Tiere zeigten jeweils eine 
Sequenz-Veränderung von Glutaminsäure zu Glycin (AG an Position 430), von 
Isoleucin nach Serin (Position 1229 T->G) und von Glutaminsäure nach Lysin 
(Position 1230).  
Die einzige in XPA(-/-)-Tieren gefundene Mutation verursachte ein Stoppcodon durch 
den Basenaustausch von CT an Position 489. Die zusätzliche Blockierung der 
MGMT-Aktivität brachte zweimal die Mutation an Position 488 hervor, die zu einem 
Aminosäureaustausch von Tryptophan nach Cystein führte (Tab. 12). 
 
Tab. 12: Veränderungen in der angenommenen Aminosäuresequenz durch MNU-induzierte 
Punktmutationen im lacZ-Gen 
Genotyp Position Mutation 
Wildtyp 419       AG GAA (E*)GAG (E*) 
Wildtyp 827       GA TGG (W*)TGA (C*) 
Wildtyp-O6-BG 413       AC GCA (A*)GCC (A*) 
Wildtyp-O6-BG 819       GA GAT (D*)AAT (N*) 
Wildtyp-O6-BG 1001     GA TGG (W*)TGA (C*) 
XPC 428       GC CCG (P*)CCC (P*) 
XPC 430       AG GAA (E*)GGA (G*) 
XPC-O6-BG 430       AG GAA (E*)GGA (G*) 
XPC-O6-BG 1229     TG  ATT (I*) AGT (S*) 
XPC-O6-BG 1230     GA GAA (E*)AAA (K*) 
XPA 489       CT CAG (Q*)TAG (STOPP) 
XPA-O6-BG 488       GA TGG (W*)TGA (C*) 
XPA-O6-BG 488       GA TGG (W*)TGA (C*) 
* Genetischer Code: Alanin (A), Arginin (R), Asparagin (N), Asparaginsäure (D), Cystein (C), Glutamin 
(Q), Glutaminsäure (E), Glycin (G), Histidin (H), Isoleucin (I), Leucin (L), Lysin (K), Methionin (M), 







Allgemein führten die hier detektierten MNU-induzierten Mutationen demnach zu 
ganz unterschiedlichen Veränderungen der Aminosäuresequenz. Ob diese allerdings 
zu dem Funktionsverlust des LacZ-Proteins geführt haben, konnte vorerst nicht 
nachgewiesen werden. Die „stillen“ Mutationen an Position 413 und 419 waren 
jedenfalls sicher nicht die Ursache für den LacZ-Ausfall. Insgesamt entstanden 10 
Transitionen (Austausch zweier Purin- bzw. Pyrimidinbasen) und drei Transversionen 
(Austausch zwischen Purin und Pyrimidinbase). Zu einem eindeutigen 
Funktionsverlust führte sicher die Mutation an Position 489, die durch eine CT 
Transition einen Transkriptionsabbruch (Stoppcodon TAG) induzierte. 
Um schließlich das Verhältnis von O6-meG-induzierten Punktmutationen zu anderen 
Schadentypen zu analysieren, wurden alle Mutationen, die durch eine Fehlpaarung 
von O6-meG in der Replikation entstehen können (GA, CT), den anderen 
Mutationstypen gegenübergestellt und prozentual berechnet (Tab. 13). 
 
Tab. 13: Anteil O
6
-meG-induzierter Punktmutationen im lacZ-Gen 




Total  13 (100 %) 6 (G->A) 1 (C->T)  
 = 7 (54 %) 
MGMT(+) 5 (38 %) 2 (15 %) 
MGMT(-) 8 (62 %)  5 (39 %)  
WT 5 (38 %)  3 (23 %) 
NER(-/-) 8 (62 %) 4 (31 %) 
 
Von den insgesamt 13 (= 100 %) ermittelten Punktmutationen konnten sieben (54 %) 
auf mögliche nicht-reparierte O6-meG-Schäden zurückgeführt werden. Davon traten 
zwei (15 %) in MNU-behandelten Mäusen auf und fünf (39 %) in MGMT-depletierten 
Tieren. Demgegenüber führte ein Verlust der Exzisions-Reparatur nicht zu einer 
signifikanten Erhöhung von O6-meG-spezifischen Punktmutationen (Abb. 50). Von 
sieben möglichen Mutationen wurden drei (23 %) bei Wildtyptieren und vier (31 %) 






zumindest für diese Probenzahl keine signifikante Erhöhung von O6-meG-




Abb. 50: Typische O
6
-meG-vermittelte Punktmutation (G:C->A:T) nach MNU-Behandlung: 
Dargestellt ist eine Punktmutation von G->A, die typischerweise durch nicht-reparierte O
6
-meG-
Läsionen während der Replikation entstehen. Die Sequenzanalyse zeigte in diesem Genabschnitt bei 
drei Proben von NER-defizienten Mäusen eindeutig ein Adenin anstelle eines Guanins in der 
























Im Rahmen dieser Dissertation sollte, basierend auf biochemischen und 
zellbiologischen Daten von Nickel (2010), geprüft werden, ob der dort entdeckte 
alternative Reparaturweg für O6-meG auch in den Zellen verschiedener 
Gewebetypen der Maus aktiv ist und welche biologische Rolle ihm gegebenenfalls 
für das Zellüberleben nach DNA-Alkylierung sowie bei der Mutations- und 
Tumorentstehung zukommt. 
 
5.1 Der Einfluss des MGMT-Proteins auf die Reparatur von O6-meG 
Die DNA-Methyltransferase MGMT ist ein intensiv untersuchtes Reparaturprotein für 
die Entfernung von O-Alkylierungsschäden im Basenpaarungsbereich des DNA-
Doppelstranges. Die MGMT besitzt eine hohe Spezifität für O6-meG-Läsionen sowie 
eine geringere Präferenz auch für O4-meT (Graves 1989, Encell 1999). Das Protein 
wurde in vielen pro- und eukaryotischen Organismen nachgewiesen und besitzt im 
aktiven Zentrum beidseitig des Methylgruppen-Akzeptors eine evolutionär 
hochkonservierte Aminosäuresequenz. Mit Hilfe der Antikörper-basierten ICA-
Technik wurde in dieser Arbeit die Effizienz der O6-meG-Reparatur in verschiedenen 
Zelltypen von MNU-exponierten C57BL/6J-Wildtypmäusen gezeigt. Nach der 
Schadensinduktion erfolgte sowohl in Milzlymphozyten als auch in Zellen von Niere 
und Leber eine rasche Entfernung der Läsionen aus der Kern-DNA (Abb. 21 und 22 
A). Die Beteiligung des MGMT-Proteins an diesem Prozess konnte indirekt anhand 
der verlangsamten Reparaturkinetik unter Einwirkung des MGMT-Inhibitors O6-BG 
belegt werden. Eine Blockierung des MGMT-Proteins durch O6-BG führte in MNU-
behandelten Wildtypmäusen zunächst zu deutlich höheren Adduktmengen als bei 
Tieren mit aktiver MGMT sowie zu einer gewebespezifisch unterschiedlich stark 
eingeschränkten Reparaturleistung (Abb. 21 und 22). Der effizienteste 
Reparaturprozess wurde in den Hepatozyten der Leber (Abb. 22 B) sowie in den 
Cortex-Zellen der Niere dokumentiert (Abb. 22 A). Eine vergleichsweise langsame 
O6-meG-Reparatur wurde in Milzlymphozyten gemessen (Abb. 21). Ähnliche 
Ergebnisse werden auch schon in der Arbeit von Nickel (2010) berichtet, wobei 
MGMT-depletierte humane Lymphozyten eine ebenfalls nur partielle Reparatur von 






Reparaturverhalten der untersuchten Zelltypen beruhen auf den gewebespezifischen 
Unterschieden in der MGMT-Expression und –Aktivität, wie sie bei Nagern (Maus, 
Ratte) und beim Menschen gefunden werden (Gerson 1986). Die Leber verfügt dabei 
über den höchsten Anteil endogener MGMT, gefolgt von Niere und Lunge, während 
hämatopoetische Zellen vergleichsweise wenig MGMT-Protein aufweisen (Pegg 
1978, Gerson 1985/1986). Die Tatsache, dass trotz Blockierung der MGMT-Aktivität 
weiterhin eine Reparatur von O6-meG in allen untersuchten Gewebetypen gemessen 
wurde, zeigt, dass es in diesen Zellen mindestens einen weiteren 
Reparaturmechanismus für diesen Alkylierungsschaden geben muss. 
Die ersten Hinweise zu einem alternativen Reparaturweg für O6-meG lieferten 
Experimente an verschiedenen E. coli Stämmen (Samson 1988). Dabei sind 
Bakterien mit aktiver MGMT (ada+) in der Lage, MNU-induzierte O6-meG-Läsionen 
effektiv und schnell zu entfernen und auch ein genetischer Verlust der MGMT-
Aktivität (ada-) schränkt ihre Reparaturfähigkeit nur partiell ein. Haben die E. coli-
Zellen hingegen zusätzlich eine Funktionsmutation in der bakteriellen Nukleotid-
Exzisionsreparatur Uvr (ada(-/-)/UvrB(-/-)), führt dies nach einer MNU-Behandlung zu 
persistierenden O6-meG-Schäden in der DNA. Vergleichbare Ergebnisse werden 
auch in anderen Studien gezeigt (Rossi 1991). In der Arbeit von Nickel (2010) ist 
dann erstmals ein alternativer Exzisions-Mechanismus für die Entfernung von O6-
meG-Läsionen aus der DNA von Säugerzellen beschrieben worden, der 
Komponenten des NER-Systems sowie des FA-Signalweges benützt und parallel zur 
MGMT-gekoppelten Reparatur abläuft.  
 
5.2 O6-meG wird in primären Mauszellen über einen MGMT-unabhängigen 
Reparaturweg entfernt, der Komponenten der Nukleotid-Exzisions-
Reparatur (NER) sowie des Fanconi/BRCA-Signalweges (FA) benötigt 
Als essentielle Faktoren des alternativen Reparaturweges sind aus Untersuchungen 
an humanen Zelllinien sowie an Primärzellen das XPC-Protein aus dem NER-Weg 
sowie das FancD2-Protein aus dem FA-Signalweg bestimmt worden (Nickel 2010). 
In dieser Arbeit wurde nun belegt, dass diese Faktoren auch für die 
Exzisionsreparatur von O6-meG-Läsionen in vivo absolut notwendig sind. Zusätzlich 






den molekularen Mechanismus des alternativen Reparaturmechanismus näher zu 
charakterisieren. Auch sollte die Frage geklärt, ob der alternative Exzisions-
Mechanismus speziell auf O6-Alkylierungen zugreift oder ein breiteres 
Substratspektrum für weitere DNA-Schadenstypen aufweist. 
 
5.2.1 Einfluss der NER-Faktoren auf die O6-meG-Reparatur in verschiedenen
 Zell-/Gewebetypen der Maus 
Der NER-Weg, als komplexer Reparaturmechanismus, kann durch sein großes 
Substratspektrum eine Vielzahl unterschiedlicher Schadenstypen erkennen und 
reparieren. UV-induzierte Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und Pyrimidin (6-4) 
Pyrimidone Addukte (6-4PP) gehören dabei zu den klassischen NER-Substraten. 
Aber auch Strukturen wie Cisplatin-induzierte 1,2 Pt-[GpG] Intrastrang 
Verknüpfungen oder sogenannte „bulky adducts“, die durch mutagene oder 
genotoxische Substanzen entstehen, werden von der NER erkannt und entfernt 
(Hoeijmarkers 2001, Gillet und Schärer 2006).  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass O6-meG-Läsionen über einen NER-
ähnlichen Exzisions-Mechanismus in vivo entfernt werden können (Kap. 4.1.2). 
Dabei hatten die beiden untersuchten NER-Faktoren XPC und XPA allerdings eine 
unterschiedliche funktionelle Bedeutung für die O6-meG-Reparatur. Trotz des 
Verlustes der XPA-Funktion, aber bei aktiver MGMT-Aktivität, lief sowohl in 
Milzlymphozyten als auch in Nierencortex-Zellen die Reparatur der Addukte 
vergleichbar effizient ab wie bei NER-profizienten Tieren (Abb. 26 A und 27 A). Auch 
die zusätzliche Blockierung des MGMT-Proteins führte in XPA(-/-)-Zellen lediglich zu 
einer verlangsamten Schadensreparatur (Abb. 26 B und 27 B). 
Somit konnte dem XPA-Protein für die Entfernung von O6-meG-Läsionen in vivo nur 
eine eher untergeordnete Rolle zugesprochen werden. Unterstützt werden die 
Ergebnisse durch die Daten von Nickel (2010), die zeigen, dass ein Verlust des XPA-
Proteins in MGMT-blockierten primären Mauslymphozyten die Reparatur von O6-
meG ebenfalls nur partiell einschränken. Obwohl ein funktionelles XPA-Protein für 
die Entfernung von kritischen O6-G-Methylierungen aus dem Gesamtgenom nicht 
unbedingt notwendig ist, waren XPA(-/-)-Zellen jedoch deutlich empfindlicher 






entsprechenden Wildtypzellen (Abb. 34 A). Ähnliche Ergebnisse für ethylierende 
Agenzien zeigen die Untersuchungen von Bronstein et al. (1991). Dabei reagieren 
humane lymphoblastoide Zellen mit einer XPA-Defizienz deutlich sensitiver 
gegenüber den biologischen Auswirkungen von Ethylnitroseharnstoff (ENU) als XPA-
profiziente Zellen. Gleichzeitig führte in dieser Untersuchung der XPA-Verlust zu 
einem Ausfall der Reparatur von O6-Ethylguanin (Bronstein 1992). Diese Ergebnisse 
stehen allerdings im Widerspruch zu Daten einer anderen Studie (Maher 1990). 
Koloniebildungsversuche an humanen NER-profizienten und XPA-defizienten 
Fibroblasten zeigen in Anwesenheit funktioneller MGMT-Aktivität ein ähnlich gutes 
Überleben nach Behandlung mit methylierenden oder mit ethylierenden Agenzien. 
Erst eine reduzierte MGMT-Aktivität verstärkt die Sensitivität gegenüber 
methylierenden und ethylierenden Agenzien jedoch ohne signifikante Unterschiede 
zwischen XPA-profizienten und –defizienten Zellen. Diese Ergebnisse wiederum 
stimmen mit den in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten an hämatopoetischen 
Stamm- und Vorläuferzellen überein. Eine Blockierung des MGMT-Proteins 
verstärkte die Sensitivität gegenüber steigenden MNU-Dosen erheblich (Abb. 34 B). 
Möglicherweise haben die in Maher (1990) untersuchten MGMT-profizienten 
Zelllinien, die aus XPA(-/-)-Patienten etabliert worden sind, weitere spezielle 
Eigenschaften, wie beispielsweise einen MMR-Funktionsverlust, durch den ein 
ähnlich gutes Überleben nach ethylierenden und methylierenden Agenzien erreicht 
wird.  
Da in der Literatur postuliert wird, dass das „klassische“ NER-System auch an der 
Reparatur von Cisplatin-induzierten Pt-[GpG] Intrastrang Addukten beteiligt ist, wurde 
die funktionelle Rolle des XPA-Proteins auch in diesem Zusammenhang untersucht 
(Abb. 33). Dabei zeigten Nierencortex-Zellen bei Wildtypmäusen nach Cisplatin-
Exposition zunächst einen Anstieg der Pt-[GpG]-Schäden mit anschließender 
Reduktion durch den eingeleiteten Reparaturprozess. Ein XPA-Verlust führte auch 
bei diesem Schadenstyp lediglich zu einer gegenüber den Wildtyptieren 
verlangsamten Reparaturkinetik (Abb. 33). Dies zeigte, dass ähnlich wie bei den O6-
meG-Addukten, aber anders als bei UV-Schäden in der DNA (Rademakers 2003), 
das XPA-Protein auch bei der Reparatur von Platin-Intrastrang-Addukten offenbar 
nur eine untergeordnete Rolle spielt. Andererseits beschreiben Enoiu et al. (2012), 
dass die Anwesenheit des XPA-Proteins entscheidend für die Entfernung von 






Reparatur-defizienter humaner Fibroblastenlinien zeigt sich ein Ausbleiben der 
Reparatur von toxischen ICL vor allem bei einem Funktionsverlust von XPA.  
Aus der vorhergehenden Arbeit von Nickel (2010) geht hervor, dass das XPC-Protein 
in vitro an DNA-Doppelstrangmoleküle binden kann, die O6-meG:C oder O6-etG:C-
Basenpaare enthalten und an der Exzisionsreparatur dieser Alkylierungsschäden 
beteiligt ist. Weiter führt nach Nickel (2010) ein Fehlen des XPC-Proteins in humanen 
Fibroblasten-Zelllinien dazu, dass MNU-induzierte O6-meG-Läsionen nicht mehr aus 
der DNA entfernt werden können.  
Das wurde in dieser Arbeit nun auch für primäre Mauszellen in vivo bestätigt. Ein 
XPC-Funktionsverlust bewirkte in Milzlymphozyten sowie in Nierencortex-Zellen 
einen Ausfall der Exzisionsreparatur von MNU-induzierten O6-meG-Schäden und 
hinterließ einen dauerhaft hohen Adduktspiegel in der DNA, wenn zugleich die 
endogene MGMT inhibiert wurde (Abb. 23 B und 24 B). Zunächst überraschend 
zeigten Leberzellen unter diesen Bedingungen jedoch weiterhin eine gewisse 
Reparaturaktivität für O6-meG (Abb. 25 B). Diese Diskrepanz beruht wahrscheinlich 
auf der außerordentlich hohen MGMT-Expression in Maushepatozyten (Pegg 1978) 
und der deshalb unvollständigen Inaktivierung des MGMT-Proteins durch den 
Inhibitor O6-BG. Basierend auf den hier erhobenen Daten konnte eindeutig belegt 
werden, dass XPC auch in primären Mauszellen unter in vivo-Bedingungen eine 
unabdingbare Komponente der Exzisionsreparatur von O6-meG ist.  
Weiterhin sollte geprüft werden, ob der XPC-abhängige alternative Reparaturweg 
exklusiv auf methylierte Guanin-Basen zugreift oder möglicherweise auch auf weitere 
DNA-Schadenstypen. Dazu wurde die Reparatur von Cisplatin-induzierten Pt-[GpG]-
Addukten untersucht. Ein XPC-Verlust führte zu einem vollständigen Ausfall der 
Exzisionsaktivität und einer langanhaltenden Persistenz dieser Schäden (Abb. 33). 
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit früheren Befunden in Tubulusepithelzellen 
der Niere (Liedert 2006) und in peripheren Nervenzellen (Dzagnidze 2007) von 
Cisplatin-behandelten Mäusen. An der Reparatur von ICL’s ist XPC nach Messungen 
von Enoiu et al. (2012) allerdings nicht beteiligt.  
Daneben werden dem XPC-Protein auch die Beteiligung an weiteren 
Reparaturprozessen zugeschrieben, die möglicherweise unabhängig von der 
Nukleotidexzision sind (Melis 2011, Cramers 2012). So entwickeln XPC(-/-)-Mäuse 
nach oxidativem Stress häufiger Tumoren als XPA(-/-)- oder Wildtyptiere. Dies kann 






oxygen species“) DNA-Schäden wie 8-hydroxguanin zurückzuführen sein (Melis 
2011). Des Weiteren reagieren humane XPC(-/-)-Fibroblasten im Vergleich zu 
Wildtypzellen extrem sensitiv auf DNA-oxidierende Agenzien (D’Errico 2006). Das 
könnte für eine Rolle von XPC auch bei der Basen-Exzisions-Reparatur sprechen, da 
8-oxo-Guanin-Schäden in diesen Zellen deutlich schlechter repariert werden 
(D’Errico 2006). 
 
5.2.2 Zur Rolle von Komponenten des Fanconi Anämie/BRCA-Signalweges 
(FA) bei der Exzisionsreparatur von O6-meG 
Beim FA-Signalweg handelt es sich um einen sehr komplexen Mechanismus, der als 
Zellantwort auf verschiedene Typen von DNA-Schädigungen induziert wird. Belegt ist 
dies für Strahlen-induzierte Doppelstrangbrüche sowie für Chemikalien-induzierte 
DNA-Strangverknüpfungen (ICL), die jeweils einen Replikationsstopp hervorrufen. 
Eine Mutation in einem der bisher 15 bekannten FA-Proteine führt bei primären 
Zellen von Patienten mit Fanconi Anämie zu einer hohen Empfindlichkeit gegen ICL-
induzierende Agenzien wie Mitomycin C, Diepoxybutan oder Cisplatin (Grompe und 
D’Andrea 2001, Taniguchi 2002/2003, De Winter und Joenje 2009, Ziehe 2012). Eine 
direkte Beteiligung des Gesamtkomplexes oder einzelner Komponenten an der 
Entfernung der oben genannten Schäden aus der DNA ist bislang nicht eindeutig 
belegt (Shen 2009). Gut untersucht ist hingegen die präferentielle Bindung des 
aktivierten FA-Komplexes an blockierten Replikationsgabeln sowie seine Rolle bei 
der Stabilisierung der Reparaturmaschinerie am geschädigten Chromatin (Ciccia 
2007, Gari 2008, Kim 2008). 
Erste Zusammenhänge zwischen der Funktion des FA-Signalweges und der 
Resistenz gegenüber Alkylanzien stammen aus Daten von Chen et. al (2007). Dabei 
zeigen humane Glioblastomzellen nach reduzierter Expression des FancD2-Proteins 
eine zweifach höhere zelluläre Sensitivität gegenüber Temozolomid oder BCNU (bis-
chloroethylnitrosourea). In einem weiteren Versuch führt eine zusätzliche Inhibition 
der endogenen MGMT bei diesen Zellen sogar zu einer Verstärkung der 
zytotoxischen Effekte von Temozolomid und BCNU. Eine ähnliche Wirkung konnte 
zum Teil auch in dieser Arbeit bestätigt werden. Milzlymphozyten aus FancD2(-/-)-
Tieren wiesen nach ex vivo-Behandlung mit MNU ein deutlich reduziertes 






vorherige Depletion der endogenen MGMT-Aktivität verstärkte hier zwar den 
zytotoxischen Effekt von MNU, allerdings bei Wildtyp- und FancD2(-/-)-Zellen 
gleichermaßen stark (Abb. 34 B). Zudem konnte gezeigt werden, dass die hier 
gesteigerte zelluläre Sensitivität der FancD2-defizienten Zellen mit einer reduzierten 
bzw. fehlenden Reparaturfähigkeit von O6-meG-Schäden einherging (Abb. 29 und 
30). In der DNA von Milzlymphozyten und Nieren-Zellen aus MNU-exponierten 
FancD2(-/-)-Tieren fanden sich, im Vergleich zum Wildtyp, bis zu zweifach höhere O6-
meG-Schadensmengen (Abb. 29 A und 30 A), die bei zusätzlichem Verlust der 
MGMT-Aktivität dauerhaft in der DNA zurückblieben (Abb. 29 B und 30 B). Weiterhin 
unterstützt wird dieser Zusammenhang durch Untersuchungen von Kondo et al. 
(2011), die zeigen, dass Mausfibroblasten durch Verlust des FancD2-Proteins extrem 
gegenüber methylierenden Agenzien sensitiviert werden. Die Reparaturbefunde in 
dieser Arbeit legen nahe, dass die zuvor gemessene zelluläre Alkylanzien-
Sensitivität von FancD2(-/-)-Zellen auch auf persistierende O6-meG-Addukte 
zurückzuführen ist.  
Ob diese Funktion ausschließlich für das FancD2-Protein zutraf oder noch andere 
FA-Proteine von ähnlicher funktioneller Bedeutung für diesen Schadenstyp waren, 
wurde das FancD2-Homolog FancI in die Untersuchung einbezogen. FancI bildet mit 
FancD2 den ID-Komplex und wird gemeinsam mit FancD2 nach der Aktivierung des 
FA-Signalweges monoubiquitiniert. Zuvor werden FancI und FancD2 allerdings 
unabhängig vom FA-Signalweg von ATR/ATM phosphoryliert, was die Dissoziation 
vom FancI- und FancD2-Protein nach der Monoubiquitinierung begünstigt (Taniguchi 
2002, Sareen 2012). 
In der Literatur wird das FancI-Protein bislang nicht mit Reparaturprozessen von 
DNA-Alkylschäden in Verbindung gebracht. In dieser Arbeit wurden humane FancI(-/-
)-Fibroblasten sowie deren rekonstituierte Wildtypform auf die Reparaturfähigkeit von 
O6-meG-Läsionen geprüft. Dabei waren FancI(-/-)-Fibroblasten in der Lage, in An- und 
Abwesenheit von der MGMT, O6-meG effizient aus der DNA zu entfernen 
vergleichsweise zu den rekonstituierten Wildtypzellen (Abb. 32). Dieses Ergebnis 
legte dar, dass FancI nicht an der Reparatur von O6-meG-Schäden beteiligt ist und 
somit keine Rolle im alternativen Reparaturweg für O6-meG spielt. Eine mögliche 
Erklärung dafür könnte sein, dass FancI und FancD2 zwar strukturell sehr ähnlich 
sind, trotzdem entscheidende Unterschiede in ihrer Funktion aufweisen. So verfügt 






Chromatin- und Histonstrukturen (H3/H4) ist und eine entscheidende Rolle in der 
Interstrang-„cross-link“ Reparatur spielt, da Mutationen in dieser Sequenz zu einer 
erhöhten Sensitivität gegenüber Cisplatin führen (Sato 2012). FancI weist keine 
solche Sequenz auf, stimuliert aber stattdessen die Monoubiquitinierung von FancD2 
und dessen Histon-Bindungsaffinität (Sato 2012a). Möglicherweise ist diese 
Bindungsstelle notwendig für die Reparatur von O6-meG-Schäden. 
Neben dem FancI wurden auch andere FA-Proteine auf deren Einfluss an der O6-
meG-Reparatur untersucht (Nickel 2010). Lymphoblastoide FancA(-/-)-, FancC(-/-) und 
FancG(-/-)-Zellen verfügen nach MNU-Induktion über vergleichbare 
Reparatureigenschaften wie die FA-Wildtypzellen, auch wenn die endogene MGMT 
blockiert ist. Unterstützt werden diese Daten auch von Kondo et al. (2011), wonach 
ein Verlust der FancA- oder FancC-Funktion in murinen Fibroblasten keine 
signifikanten Unterschiede im Zellüberleben nach Alkylanzien-Gabe zeigt 
vergleichsweise zu Wildtypzellen. Dies kann auf eine ähnliche Reparaturfähigkeit in 
diesen Zellen zurückgeführt werden. Aus den hier erhobenen Daten sowie den 
Erkenntnissen aus der Literatur lässt sich die besondere Stellung von FancD2 für die 
Reparatur von methylierenden DNA-Schädigungen erkennen, besonders für die 
Reparatur von kritischen O6-meG-Läsionen, in die andere FA-Proteine bislang nicht 
involviert sind. In welcher Art FancD2 an dem Reparaturprozess von O6-meG 
Läsionen beteiligt ist, konnte nicht geklärt werden.  
Es steht jedoch fest, dass von allen bisher untersuchten FA-Proteinen ausschließlich 
FancD2 für die O6-meG-Läsionen aus der DNA unterschiedlicher Zelltypen absolut 
essentiell ist. Um die funktionelle Bedeutung von FancD2 auch für andere 
Schadenstypen festzustellen wurde in FancD2-profizienten und –defizienten Zellen 
die Reparaturfähigkeit von Cisplatin-induzierten Pt-[GpG] Intrastrang-Verknüpfungen 
bestimmt. Ein FancD2-Knockout zeigte, wie auch schon bei O6-meG gesehen, nach 
Exposition mit dem Zytostatikum Cisplatin zunächst einen schadensinduzierten 
Anstieg der Pt-[GpG]-Addukte, die allerdings nicht wieder repariert wurden und 
dauerhaft in der DNA zurückblieben (Abb. 33). Dies zeigte, dass das FancD2-Protein 
nicht nur für die Reparatur von O6-meG-Läsionen, sondern auch an der Entfernung 
von Pt-[GpG]-Schäden maßgeblich beteiligt ist. Parallel zum XPC-Protein stellt daher 
auch das FancD2-Protein eine weitere Komponente des alternativen 
Reparaturweges in vivo dar und zeigt eine Verbindung zwischen der NER und dem 






5.3 MNU-induzierte DNA-Schäden haben gravierende Effekte auf 
hämatopoetische Stamm- und Vorläuferzellen in vivo 
Es ist lange bekannt, dass sich die zytotoxischen Effekte einer Exposition mit 
methylierenden Agenzien bei Maus und Mensch besonders stark in Zellen des 
hämatopoetischen Systems ausprägen (Allay 1995, Sakumi 1997, Reese 2001). 
Zurückgeführt wird dies auf den niedrigen MGMT-Gehalt dieser Zellen und die 
dadurch bedingte ungenügende Reparatur von kritischen O6-meG-Schäden (Gerson 
1985/1986, Glassner 1999, Reese 2001, Milsom 2008). Die persistierenden DNA-
Schäden in proliferations-aktiven hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen 
stellen nach dem derzeitig akzeptierten Modell in Kombination mit der post-
replikativen Aktivität der Mismatch-Reparatur auch die Hauptursache für die 
schwerwiegende Myelosuppression nach Behandlung mit monofunktionellen 
Alkylanzien dar (Moritz 1995, Karran 2001, Quiros 2010). Sichtbar wird dieser Effekt 
im peripheren Blut durch eine starke Abnahme der Leukozyten- und 
Thrombozytenzahl (Davis 2000, Jansen 2002, Sorg 2007). 
Auch bei den in vivo-Experimenten in dieser Arbeit zeigte sich die myelosuppressive 
Wirkung bereits eine Woche nach MNU-Behandlung besonders bei Reparatur-
defizienten Mäusen anhand einer deutlichen Reduktion der peripheren Leukozyten, 
wohingegen andere Zelltypen, wie Erythrozyten und Thrombozyten, nicht betroffen 
waren (Abb. 37). Diese Beobachtungen legen nahe, dass durch MNU vorrangig die 
Lymphopoese dieser Tiere geschädigt wird und zu einem Verlust lymphatischer 
Vorläuferzellen führt. Ob und wie schnell der gemessene periphere Zellverlust wieder 
ausgeglichen werden kann, hängt, wie hier gezeigt, sowohl von der induzierten 
Schadensmenge als auch von der Reparaturkapazität der hämatopoetischen Zellen 
ab (Abb. 35).  
Eine MNU-Dosis von 15 mg/kg erzeugte in keinem der untersuchten Mausstämme 
messbare Effekte im peripheren Blut (Abb. 35 A), während eine Dosis von 30 mg/kg 
bereits bei der Mehrzahl der adulten Mäuse eine myelosuppressive Wirkung 
induzierte (Abb. 35 B). Aus der Literatur ist bislang nur der Einfluss der MGMT-
Aktivität auf die Myelotoxizität durch Alkylanzien bekannt. Die Untersuchungen von 
Tsuzuki et al. (1996) zeigen, dass durch einen homozygoten MGMT-Verlust 
C57BL/6J-Wildtypmäuse gegenüber MNU stark sensitiviert werden und ihre 






Die hämatopoetischen Zellen dieser Tiere sind nicht mehr in der Lage, die MNU-
induzierten Schäden hinreichend zu beheben, um eine Erholung der peripheren 
Leukozyten zu ermöglichen. Diese Befunde bestärken die Annahme, dass die 
Myelotoxizität im Wesentlichen durch persistierende O6-meG-Schäden hervorgerufen 
wird. In die gleiche Richtung weisen auch die Untersuchungen von Jansen et al. 
(2002) und Sorg et al. (2007), bei denen wiederholte Behandlungszyklen mit dem 
methylierenden Zytostatikum Temozolomid bei C57BL/6J-Mäusen nur dann eine 
Myelosuppression hervorrufen, wenn gleichzeitig die endogene MGMT durch O6-BG 
inaktiviert ist. Erst durch transgene Expression eines O6-BG-resistenten MGMT-
Proteins in die Knochenmarkzellen und anschließender Transplantation in letal 
bestrahlte Rezipienten-Mäuse sind diese vor der myelotoxischen Wirkung von 
Temozolomid weitgehend geschützt. Diese Ergebnisse unterstreichen eindrücklich 
die ursächliche Wirkung der O6-meG-Addukte und die protektive Rolle der MGMT. 
Ausgehend von der Annahme, dass eine durch DNA-Methylierung hervorgerufene 
Myelotoxizität auch auf nicht-reparierte O6-meG-Schäden zurückzuführen ist, wurde 
in dieser Arbeit erstmals die Rolle einzelner Komponenten des alternativen 
Reparaturweges unter diesem Aspekt untersucht. Dass diese Faktoren für die 
Reparatur von O6-meG in vivo von zentraler Bedeutung sind, wurde schon anhand 
der durchgeführten Reparaturkinetiken in verschiedenen Zelltypen belegt (Abb. 23/24 
B und 29/30 B). Bei funktioneller Anwesenheit beider Reparatursysteme und 
effizienter Entfernung der O6-meG-Schäden zeigten MNU-exponierte Wildtyptiere 
keine myeloablativen Auswirkungen im peripheren Blut (Abb. 37 A). Erst ein Verlust 
der MGMT-Aktivität sensitivierte diese Mäuse gegenüber den zytotoxischen Effekten 
von MNU und führte zu einer leichten Myelosuppression (Abb. 37 B). 
Auf dem Hintergrund einer XPC- oder FancD2-Defizienz verursachte die MNU-
Behandlung eine deutliche Toxizität im hämatopetischen System, die zu einer 
starken Reduktion der peripheren Leukozyten führte (Abb. 37 A). Interessanterweise 
verstärkte eine zusätzliche Depletion der MGMT diesen Effekt nicht (Abb. 37 B). Die 
größten zellulären Auswirkungen fanden jedoch bei den MNU-exponierten XPA(-/-)-
Tieren statt. In Anwesenheit von MGMT hatte der Verlust der XPA-Funktion zunächst 
nur leichte myeloablative Effekte von MNU zur Folge, die sich aber bei Inhibition der 
endogenen MGMT-Aktivität drastisch verstärkten und zu einem lang anhaltenden 






Parameter bei XPC(-/-)- und FancD2(-/-)-Tieren selbst bei MGMT-Inhibition 
vergleichsweise schnell (Abb. 37). 
Basierend auf den hier erhobenen Daten konnte erstmals gezeigt werden, dass 
parallel zur MGMT auch die Funktionalität des Exzisions-Reparaturweges in vivo 
zum effizienten Schutz vor den zytotoxischen Wirkungen einer DNA-Methylierung 
beiträgt. Dies geht über die in der Literatur beschriebenen Erkenntnisse hinaus, die 
bislang lediglich der MGMT eine chemoprotektive Rolle bei Methylierungsschäden 
zusprechen (Dumenco 1993, Shiraishi 2000). Einen besonderen Stellenwert in dieser 
Untersuchung besaß das XPA-Protein. Obgleich ein Ausfall des XPA-Proteins die 
Exzisions-Reparatur von O6-meG-Schäden im Gesamtgenom nur mäßig 
verlangsamte, hatte ein kombinierter Verlust des XPA- und MGMT-Proteins eine 
extreme Zunahme der MNU-induzierten Hämatotoxizität zur Folge. Dies war wegen 
der ohnehin geringen MGMT-Aktivität von Stamm- und Vorläuferzellen besonders 
bemerkenswert.  
Eine mögliche Erklärung für die Sonderrolle des XPA-Proteins in diesem 
Zusammenhang könnte seine duale Funktion sowohl in der Gesamt-genomischen 
wie in der Transkriptions-gekoppelten Reparatur (TC-NER) liefern (siehe Einleitung). 
Das Funktionsmodell des hocheffizienten TC-NER-Weges ist zwar ursprünglich für 
UV-induzierte DNA-Schäden etabliert, aus Reparaturmessungen an ENU-
exponierten Ratten ergeben sich jedoch klare Hinweise auf eine solche präferentielle 
Schadensentfernung aus aktiven Genen auch für O6-Ethylguanin (Engelbergs 1998). 
Werden diese geschädigten Genabschnitte dann transkribiert, fügt die RNA-
Polymerase II durch zusätzlichen Ausfall der Transkriptions-gekoppelten Reparatur 
(XPA(-/-)) während des Transkriptionsprozesses ein Uridin gegenüber eines nicht-
reparierten O6-meG-Schadens ein. Dieser falsche Einbau im mRNA Transkript 
erzeugt eine Veränderung der Aminosäureabfolge und somit der Protein-Funktion. 
Diese können dann mitunter auch zytotoxisch für die Zelle werden (Burns 2010). 
Eine weitere Möglichkeit für die zytotoxischen Ereignisse besteht in dem post-
replikativen Einsatz der Mismatch-Reparatur bei bestehenden O6-meG-Schäden in 
der DNA. Dabei sitzt der Mismatch-Komplex an der Stelle einer O6-meG:T 
Basenfehlpaarung und kann durch futile repair cycles Lücken bzw. Strangbrüche in 
der DNA hinterlassen, die nach einer weiteren Replikation toxische 
Doppelstrangbrüche zur Folgen haben (Duckett 1996, Roos 2004). Außerdem kann 






DNA verhindert werden, wodurch die Transkription blockiert oder gar gehemmt wird. 
Für die Tumortherapie könnten diese Ergebnisse einen zusätzlichen interessanten 
Ansatzpunkt bieten, da das hämatopoetische System immer noch als Dosis-
limitierender Faktor während der Alkylanzien-Therapie gilt (Moritz 1995). In 
zahlreichen Studien wird über retroviralen Gentransfer (Überexpression des MGMT-
Proteins) bzw. O6-BG-resistente Zellen versucht körpereigene Knochenmarkzellen 
für die Tumortherapie mit Alkylanzien zu stärken, um einem besseren Angriffspunkt 
bei der Bekämpfung von Tumorzellen durch höhere Behandlungsdosen zu erzielen 
(Milsom 2008, Adair 2012). Im Bezug auf die neu gewonnenen Ergebnisse in dieser 
Arbeit könnte aber auch der Status des XPC-, FancD2- oder XPA-Proteins in 
Tumorzellen Aufschluss über deren Reparatureigenschaften geben und 
Möglichkeiten für neue Therapieansätze schaffen.  
 
5.4 Eine reduzierte Reparaturkapazität für O6-meG erhöht die Tumorinzidenz 
im hämatopoetischen System MNU-behandelter Mäuse 
Das Auftreten von Tumoren ist eng mit einer hohen Proliferationsrate in bestimmten 
Gewebetypen verknüpft, da proliferierende Zellen besonders anfällig für die 
Entstehung von Mutationen sind (Cohen und Ellwein 1990). Die Ursache hierfür liegt 
einerseits in der „spontanen“ Fehlerrate der DNA-Polymerase während der 
Replikation, andererseits in der vergleichsweise kurzen Zeitspanne, die für eine 
rechtzeitige Reparatur von induzierten DNA-Modifikationen zur Verfügung steht. In 
beiden Fällen nehmen mutagene Ereignisse stark zu, die unter anderem zur 
malignen Transformation einzelner Zellen führen können. Methylierende Agenzien 
wie MNU verstärken diesen Effekt erheblich, da insbesondere den O6-meG-Läsionen 
aufgrund ihrer Fehlpaarungseigenschaft ein hohes mutagenes und karzinogenes 
Potential zugesprochen wird (Margison 2002, Kaina 2007). Werden diese Addukte 
nicht rechtzeitig aus der DNA entfernt, können resultierende G:C->A:T Mutationen 
zum Beispiel in Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen zu einem erhöhten 
Tumorrisiko beitragen (Dumenco 1993). 
Einen ersten direkten Zusammenhang zwischen der Exposition mit methylierenden 
Agenzien und der Entstehung von Tumoren zeigt die Arbeit von Fong et al. (1990). In 
dieser Studie entwickeln Ratten nach Behandlung mit dem methylierenden 






reparierte O6-meG-Läsionen zurückzuführen sind. Auch andere Untersuchungen 
bringen die Entstehung von Tumoren in Zusammenhang mit persistierenden O6-
meG-Läsionen (Iwakuma 1997, Sakumi 1997). Die meisten Versuche basieren dabei 
auf dem Vergleich von MGMT-profizienten und -defizienten Mäusen, da dieses 
Protein präferenziell Alkylierungen an der O6-Position des Guanins entfernt. 
Tatsächlich steigt nach einer Behandlung mit alkylierenden Substanzen die 
Tumorinzidenz nur bei den MGMT-defizienten Tieren stark an, während bei 
funktioneller MGMT Tumoren verhindert werden. In der vorliegenden Arbeit sollte 
untersucht werden welche Rolle neben der MGMT auch die Komponenten des 
alternativen Reparaturweges bei der MNU-induzierten Karzinogenese spielen. Es 
konnte hier gezeigt werden, dass Wildtypmäuse mit funktioneller Reparaturfähigkeit 
bei der eingesetzten MNU-Dosis innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 200 
Tagen keine Tumoren aufwiesen und dass nach pharmakologischer Inhibierung des 
MGMT-Proteins während der Behandlung lediglich ein Tier erkrankte (Abb. 39 und 
40). Dieses Ergebnis bestätigt Befunde von Dumenco et al. (1993), die der MGMT 
eine Schutzfunktion bei der MNU-induzierten Tumorgenese zuschreiben. 
Demgegenüber führte ein Ausfall der XPC- oder FancD2-Funktion zu einer deutlich 
erhöhten Rate von Lymphomen nach MNU-Exposition, unabhängig vom jeweiligen 
MGMT-Status. Dies unterstreicht die wichtige Rolle der Exzisionsreparatur für eine 
karzinogene Wirkung von MNU bei diesen Tieren. Zudem verkürzte der Verlust des 
XPC- oder FancD2-Proteins die Latenzzeit für das Auftreten der ersten Tumore auf 
90 Tage. Trotz des partiellen Ausfalls der O6-meG-Exzision aus der genomischen 
DNA fand sich der stärkste karzinogene Effekt einer MNU-Exposition in der Gruppe 
der XPA(-/-)-Tiere. Ähnlich wie bei der Myelotoxizität hatte ein Verlust der XPA-
Funktion bei aktiver MGMT zunächst keinen signifikanten Effekt auf die 
Karzinogenese, da alle behandelten Tiere die Beobachtungszeit tumorfrei überlebten 
(Abb. 39). Bei zusätzlicher Blockierung der MGMT-Funktion fanden sich jedoch bei 
allen MNU-exponierten XPA(-/-)-Tieren T-Zell Lymphome und die Latenzzeit bis zum 
ersten Auftreten eines Tumors war mit 70 Tagen im Vergleich zu XPC(-/-)- und 
FancD2(-/-)-Tieren weiter verkürzt. Dieser Befund war zunächst überraschend 
angesichts der deutlich schwächeren Auswirkung einer XPA-Defizienz auf die 
Exzisionsreparatur von O6-meG in hämatopoetischen Zellen (Abb. 26).  
Eine mögliche Erklärung ergibt sich aus der Analogie zur NER-vermittelten Reparatur 






zum Ausfall nicht nur der globalen genomischen Reparatur (GG-NER) sondern auch 
der sehr effizienten Reparatur transkribierter Gensequenzen (TC-NER). 
Möglicherweise gilt ähnliches auch für die Exzisionsreparatur von O6-Alkylresten am 
Guanin, wie Untersuchungen von Engelbergs et al. (1998) am Brustdrüsenepithel der 
Ratte nahelegen. Demnach werden nach kombiniertem Ausfall von TC-NER und 
MGMT-Aktivität O6-Methylierungen nicht mehr hinreichend schnell aus den 
kodierenden Sequenzen aktiver Gene entfernt und führen dann im nächsten 
Replikationsschritt zu fixierten Mutationen, die ein weitaus größeres Risikopotential 
für die Tumorentstehung darstellen, als Sequenzveränderungen in „stillen“ Genen 
oder nicht-kodierenden Bereichen der DNA. Offenbar reicht aber die Funktionalität 
eines der beiden Reparatursysteme, TC-NER oder MGMT, aus, um diese kritischen 
DNA-Abschnitte hinreichend zu schützen und eine maligne Transformation einzelner 
hämatopoetischer Zellen weitgehend zu verhindern. 
In diesem Zusammenhang wird über sogenannte „Hotspots“ in der DNA diskutiert, in 
denen vorwiegend O6-meG- bzw. O6-etG-Läsionen nach MNU- oder ENU-Exposition 
spezielle Mutationstypen herbeiführen (Engelbergs 2000). Ein bekanntes Beispiel ist 
die Punktmutation in den Proto-Onkogenen Ha-ras bzw. K-ras (Codon 12: 
GGAGAA) (Esteller 2000, Rajewsky 2000), durch die das Signalprotein RAS 
dauerhaft aktiviert bleibt und Zellzyklus-stimulierende Transkriptionsprozesse 
induziert. Aber auch der Status der MMR-Proteine könnte einen Einfluss auf die 
Karzinogenese haben (Kawate 1998, Qin 1999). Da das Eingreifen der MMR auf die 
post-replikative O6-meG:T Situation zugreift und für die zytotoxischen Eigenschaften 
von O6-meG-Läsionen verantwortlich gemacht wird, führt ein Verlust dieses 
Reparaturmechanismus zu einer zellulären Toleranz gegenüber nicht-reparierten O6-
meG-Schäden. Diese können im Zusammenhang mit einer zusätzlichen Blockierung 
des Reparaturproteins MGMT in MNU-exponierten Mäusen vermehrt persistierende 
O6-meG-Läsionen in der DNA zurücklassen und durch sekundäre Mutationen die 
Tumorinzidenz steigern (Kawate 1998).  
Ein weiterer wichtiger Aspekt der vorliegenenden Untersuchung war die 
Beobachtung, dass durch die MNU-Behandlung bei den Mäusen vorwiegend 
Thymome (Abb. 45), aber auch ein Milztumor (Abb. 46) sowie eine Leukämie (Abb. 
43) induziert wurden. Ähnliches findet sich auch bei Dumenco et al. (1993), die bei 






führt eine Überexpression von transgener humaner MGMT in Thymuszellen jedoch 
zu einem effektiven Schutz vor der Karzinogenese in diesem Gewebe.  
Anhand der in dieser Arbeit histologisch bestimmten Tumortypen sowie den 
durchflußzytometrischen Analysen (FACS) von Knochenmark- und Milzzellen der 
MNU-behandelten Mäuse konnten weiterführend Rückschlüsse auf die betroffene 
Zell-Lineage gezogen werden. Die FACS-Daten der untersuchten 
Knochenmarkzellen zeigten bei krankheitsbedingten Auffälligkeiten der Mäuse den 
pathologischen Befund reifer, CD4- oder CD8-positiver T-Zellen an. Im Fall der 
leukämischen Maus wurden allerdings ausschließlich CD4/CD8 doppelt positive T-
Zellen nachgewiesen. Für den B-Zellmarker B220 waren alle untersuchten 
Zellproben negativ (Abb. 41). Dies deutet darauf hin, dass, ähnlich wie bei der 
Myelotoxizität, bei Abwesenheit essentieller Reparaturkomponenten die 
lymphatischen Vorläuferzellen hochempfindlich für die MNU-induzierte 
Karzinogenese sind. 
 
5.5 MNU-behandelte Mäuse weisen eine stark erhöhte Mutationsrate in ihren 
hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen auf 
Ein geeignetes Modell zur Bestimmung von Mutationsraten im lebenden Organismus 
stellt das lacZ-transgene Mausmodell dar (Boerrigter 1995). Optimiert wurde das 
Verfahren inzwischen für die Analyse der Mutationsfrequenz in primären 
hämatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark (Geiger 2009). Da das bakterielle 
lacZ-Gen als nicht-transkribierte Sequenz im Mausgenom integriert vorliegt, spiegelt 
es als Indikatorgen vorrangig die Aktivität der Gesamt-genomischen Reparatur (GG-
NER) wider. Da besonders das hämatopoetische System sehr empfindlich auf 
methylierende Agenzien reagiert (Kap. 5.3), wurde das lacZ-Mausmodell in dieser 
Arbeit für die Ermittlung von MNU-induzierten Mutationsraten in der Maus unter 
Beachtung der speziellen Reparaturkomponenten genutzt. Ausgehend von den 
Ergebnissen zur Tumorbildung (Kap 5.4) ist zu vermuten, dass durch den Ausfall 
einzelner Reparaturkomponenten, die für die Entfernung von O6-meG-Läsionen 
wichtig sind, auch erhöhte Mutationsraten nach MNU-Exposition gemessen werden. 
Die Bestimmung der basalen Mutationsfrequenz im lacZ-Gen aus 






untersuchten Mauslinien. Sowohl bei LacZ(+)/Wildtyp- als auch LacZ(+)/XPC(-/-)- und 
LacZ(+)/XPA(-/-)-Tieren wurde im Indikatorgen eine basale Mutationsfrequenz von 1 x 
10-4 gemessen (Abb. 47). Das entspricht einer Häufigkeit von einer Funktionsverlust-
Mutation in „single copy“-Genen pro 105 diploiden Zellen. Vergleichbare Werte 
werden auch in Untersuchungen von Geiger et al. (2006) in Knochenmarkzellen von 
LacZ(+)/C57BL/6J-Mäusen ermittelt. Zusätzlich zeigen Daten von Boerrigter et al. 
(1995) und Vijg et al. (1997), dass spontan entstehende Mutationen in allen Zell- und 
Gewebetypen von Mäusen gleichhäufig auftreten. Die dort in Milzzellen von 
LacZ(+)/C57BL/6J oder LacZ(+)/BALB/C-Mäusen gemessene Frequenz von 0,8 bzw. 
0,5 x 10-4 ist sehr ähnlich zu den Werten in den hier untersuchten 
Knochenmarkzellen.  
Die basale Mutationsrate in somatischen Zellen beruht vermutlich vorwiegend auf 
Replikationsfehlern der DNA-Polymerase I, die der Mismatch-Reparatur entgehen 
sowie auf endogen induzierten DNA-Schäden, die nicht rechtzeitig vor der 
Replikation beseitigt werden können. Unerwartet in dieser Arbeit war, dass ein 
Verlust der XPC-Funktion keine Erhöhung der basalen Mutationsrate bewirkte, 
obwohl das lacZ-Gen eine Zielsequenz der GG-NER darstellt. Hingegen ist plausibel, 
dass ein Ausfall des XPA-Proteins keine erhöhte Mutationsrate im Vergleich zu 
Wildtypzellen induzierte, da auch ohne funktionelles XPA eine nennenswerte 
Restaktivität an O6-meG-Exzisionsrepratur im Gesamtgenom verbleibt (Abb. 26 und 
27) und die Transkriptions-gekoppelte Reparatur für das lacZ-Gen keine Rolle spielt. 
Die Ähnlichkeit der Spontanmutationsraten in den drei Mausstämmen könnte mit der 
Reparaturfunktion des MGMT-Proteins in den Knochenmarkzellen dieser Tieren 
zusammenhängen, die den Verlust des XPC- und XPA-Proteins eventuell 
ausgleichen kann. Partiell bestätigt wurde diese Vermutung durch die Messung bei 
den Mäusen mit kurzzeitiger MGMT-Inhibition, die einen leichten, allerdings nicht 
signifikanten Anstieg der basalen Mutationsrate in Wildtyp- und NER(-/-)-Tieren zeigte 
(Abb. 47). Dieses Ergebnis war plausibel, da die DNA für die Mutationsanalyse aus 
allen Zellen des Knochenmarks isoliert wurde, zum MGMT-abhängigen Teil aber nur 
die relative Zellfraktion beitragen kann, die während der vergleichsweise kurzen 
Inhibitionsphase von maximal 24 Stunden durch die Replikation gegangen war und 
danach nicht der Apoptose unterlag. 
Im Gegensatz zu den Spontanraten induzierte die Behandlung mit MNU eine 10-fach 






Dies zeigte die starke mutagene Wirkung von MNU, die auch in anderen 
Untersuchungen bestätigt wurde (Boerrigter 1995, Vijg 1997, Geiger 2006). Mit Hilfe 
von Sequenzanalysen konnten zudem die Mutationstypen bestimmt werden, die 
durch die einmalige MNU-Behandlung induziert wurden (Tab. 11). Über 90 % der 
ermittelten Mutationen stellten dabei Punktmutationen dar, von denen etwa die Hälfte 
aus O6-meG:CA:T Transitionen entstanden (Tab. 12 und Tab. 13). 
Übereinstimmende Ergebnisse belegen auch die Untersuchungen von Gossen et al. 
(1989) nach Behandlung mit ethylierenden Agenzien. Es gab in den hier erhobenen 
Daten jedoch keine signifikanten Unterschiede, sowohl in der MNU-induzierten 
Gesamtmutationsfrequenz als auch in den speziell von O6-meG abstammenden 
G:CA:T Mutationen zwischen Reparatur-profizienten und NER(-/-)-Tieren. Daher 
konnte eine konkrete Aussage über die Exzisionsreparatur als spezifischer 
Schutzmechanismus vor mutagenen O6-meG-Läsionen in diesem Versuch nicht 
eindeutig getroffen werden. Generell stammten von allen gemessen Mutationstypen 
in den Knochenmarkzellen der untersuchten Mauslinien ca. 50 % von O6-meG ab, 
wobei tendenziell mehr O6-meG-vermittelte Punktmutationen nach Verlust der 
MGMT-Aktivität (39 %) oder den Ausfall der NER-Funktion auftraten (31 %), als in 
Anwesenheit aktiver DNA-Reparaturfähigkeit (15 bzw. 23 %) (Tab. 13). 
Eine mögliche Erklärung für die geringen Frequenzunterschiede könnte die limitierte 
Probenzahl sein, da im Rahmen dieser Arbeit pro Mausstamm nur wenige LacZ-
Funktionsmutanten erfolgreich sequenziert werden konnten. Außerdem könnte eine 
vollständige Sequenzierung des Indikatorgens weitere Loci mit potentiell durch O6-
meG-induzierten Mutationen aufzeigen. Da dies jedoch aufgrund der geringen 
Probenausbeute sowie des limitierten Sequenziererfolges nur begrenzt möglich war, 
wurden zunächst lediglich die ersten 1200 Basenpaare des lacZ-Gens 
(Gesamtgröße: 4200 Basenpaare) überprüft. Dabei fand sich die Mehrzahl (acht von 
13) der Punktmutationen am Sequenzanfang des Indikatorgens. Darunter waren 
jedoch drei Aminosäuresequenz-neutrale („stille“) Mutationen (Tab. 12). Deshalb 
bleibt unklar, ob die gefundenen Sequenzänderungen einen repräsentativen 
Überblick über das induzierte Mutationsspektrum darstellten.  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Exposition mit MNU die 
Mutationsrate in Wildtyp- sowie NER(-/-)-Mäusen stark erhöht und tendenziell mehr 
G:CA:T Mutationen induziert. Dies ist ein starkes Indiz dafür, dass persistierende 






methylierenden Agenzien wie MNU verantwortlich sind. Ein harter kausaler Nachweis 
für den direkten Zusammenhang zwischen Mutationsinduktion durch O6-meG und 
der malignen Transformation von Stamm- und Vorläuferzellen des hämatopoetischen 
Systems steht jedoch noch aus. Die Analyse von einschlägig mutierten Onkogenen 
oder Tumorsuppressorgenen in den induzierten Lymphomen könnte diese 
Kausalkette weiter verstärken.  
 
5.6 Andere Proteinkomponenten, die an der Prozessierung von O6-meG-
Addukten beteiligt sind 
Welch hohen Stellenwert die Reparatur von O6-meG-Schäden auf das Zellüberleben 
und die Genomstabilität hat, zeigt die umfangreiche Beteiligung unterschiedlicher 
Reparatursysteme. Dabei schützt neben der MGMT auch der Exzisions-
Reparaturweg vor den zytotoxischen (Kap. 5.4) und karzinogenen Auswirkungen 
(Kap. 5.5) von Guanin-O6-Alkylierungen. Demgegenüber steht die Beteiligung der 
MMR, die zusammen mit der homologen Rekombination Reparatur ebenfalls an der 
Prozessierung dieses Schadenstyps mitwirkt. Neben den hier beschriebenen 
Reparaturfaktoren kommen aber noch weitere Proteine in Betracht, die direkt oder 
indirekt an der O6-meG-Reparatur beteiligt sein können.  
Ein erster interessanter Faktor wurde im prokaryotischen System entdeckt. Dort gibt 
es neben der bakteriellen Methyltransferase (AGT) sogenannte Alkyltransferase like 
proteins (ATLs). Diese sind in der Lage an O6-meG-haltige Sequenzen in der DNA-
Struktur zu binden (Pegg 2011). Anders als die bakterielle AGT können die Schäden 
jedoch nicht repariert werden, da im aktiven Zentrum der ATLs ein Tryptophan 
anstelle eines Cystein-Akzeptormoleküls vorkommt. Durch die stabile Bindung des 
ATL-Komplexes an der Schadensstelle wird die DNA-Helix strukturell so verändert, 
dass ein Zugang für NER-Komponenten zur Schadensstelle gewährleistet wird 
(Pearson 2006, Tubbs 2009). Tatsächlich ist durch Protein-Protein 
Bindungsanalysen eine Interaktion der bakteriellen Uvr-Faktoren (NER-System) und 
ATL festgestellt worden (Tubbs 2009, Mazon 2009). Für die Reparatur von O6-
Methyladdukten in Säugerzellen spielen die ATLs vermutlich keine Rolle, da sie 
bislang nur in Prokaryoten und Hefen nachgewiesen worden sind (Mazon 2009, 






Komplementär zu den ATLs in Prokaryoten können die DNA damage binding 
proteins (DDB) in Säugerzellen für die initialen Reparaturschritte der NER sorgen. 
Sie besitzen eine hohe Affinität für UV-induzierte DNA-Schäden und stellen damit die 
ersten Komponenten des GG-NER-Weges dar. Durch Ubiquitinierung des XPC-
Proteins durch DDB wird dessen DNA-Bindungsaktivität verstärkt und der NER-
Komplex zur Schadensstelle rekrutiert (Sugasawa 2005, Takedachi 2010). Ein 
Verlust der DDB-Proteine führt zu einer verringerten Rekrutierung des XPC-Proteins 
zur geschädigten DNA-Stelle (Wang 2004, Alekseev 2008). Das XPC-Protein kann 
jedoch auch unabhängig von DDB geschädigte DNA-Strukturen binden und die GG-
NER einleiten (Hoogstraaten 2008). Daher sind die DDB-Proteine wahrscheinlich nur 
indirekt an der Reparatur von O6-meG-Addukten beteiligt. 
In eine andere Richtung geht die Studie von Komori et al. (2009). Nach heutigem 
Wissenstand beruht das zytotoxische Potential von O6-meG-Läsionen vorwiegend 
auf den post-replikativen Reparaturversuchen durch die Mismatch-Reparatur (futile 
repair cycles). Dieses Modell schlägt vor, dass entweder die Bindung des MMR-
Komplexes an O6-meG:T Basenfehlpaare ein Signal für die Apoptose darstellt oder 
das die wiederholte Generierung von Einzelstrangbrüchen beim Reparaturversuch 
zum Tod der Zelle führt (Fishel 1998, Karran 2001). Bislang ist jedoch kein direkter 
Nachweis einer Apoptoseinduktion durch die MMR-Aktivität erbracht worden 
(Meikrantz 1998). In der Arbeit von Komori et al. (2009) wird erstmals eine 
Funktionsmutation in dem bis dahin unbekannten Protein MAPO1 (O6-
methylguanine-induced apoptosis 1) identifiziert, das Säugerzellen trotz MGMT-
Defizienz und funktioneller Mismatch-Reparatur resistent gegenüber der 
zytotoxischen Wirkung von MNU macht. Weiterhin führte eine MAPO1-Defizienz bei 
MNU-exponierten Fibroblasten zu einer deutlich abgeschwächten Caspase 3-
Aktivität und einer verringerten Depolarisation der mitochondrialen Membran. Diese 
Ergebnisse lassen darauf schließen, dass MAPO1 in wichtigen Schritten der 
Signaltransduktion des Apoptoseweges involviert ist, die durch persistierende O6-
meG-Addukte induziert wird. Ob MAPO1 durch die MMR-Proteine aktiviert oder 
reguliert wird, konnte in der Arbeit nicht eindeutig feststellt werden (Komori 2009). 
Neben den hier untersuchten und diskutierten Faktoren haben möglicherweise noch 
weitere Proteine einen direkten oder indirekten Einfluss auf die Reparatur von O6-
meG. Aufgrund der Komplexität der verschiedenen Reparatursysteme und ihrer 






ist es jedoch experimentell sehr aufwendig einzelne Komponenten sicher zu 
identifizieren.  
 
5.7 NER und Chromatin-modulierende Faktoren 
Die Effektivität zur Entfernung von DNA-Alkylierungsschäden wird in den meisten 
Studien der Aktivität bestimmter Reparatursysteme zugeschrieben. Dabei wurde 
lange nicht in Betracht gezogen, dass schon auf Chromatin-Ebene bestimmte 
regulatorische Prozesse erst die Möglichkeit schaffen, eine effiziente Reparatur 
solcher Schäden zu ermöglichen. Vermutlich kommt es nach einer 
Schadensinduktion im kondensierten Chromatin zu einer Interaktion vieler 
Effektorproteine, die durch post-translationale Modifikationen und andere 
Regulationsprozesse die Chromatinstruktur auflockern.  
Die Dekondensierung im Bereich des DNA-Schadens ist wahrscheinlich die 
Voraussetzung für eine bessere Zugänglichkeit bestimmter Reparaturproteine, zum 
Beispiel für das NER-System (Solimando 2008). Diese Untersuchungen ergeben, 
dass das XPC-Protein zwar in der Lage ist, spezifisch DNA-Schäden in kompakten 
Chromatinstrukturen zu erkennen und zu binden, andere NER-Komponenten wie das 
XPA-Protein hingegen nicht. Eine Rekrutierung des Prä-Inzisionskomplexes der NER 
findet nur im dekondensierteren Perichromatin (Interphasechromatin) statt 
(Solimando 2008). Offensichtlich wird nach der Schadendetektion durch das XPC-
Protein die Chromatinstruktur so verändert, dass der relativ große NER-Komplex im 
Perichromatin an der Schadensstelle gebunden werden kann. An diesem Prozess 
sind sogenannte „chromatin remodeling proteins“ maßgeblich beteiligt. Ein wichtiges 
Bindeglied zwischen Chromatinfaktoren und effizienter DNA-Reparatur stellt die 
Chromatin-assoziierte Poly-(ADP-ribose) Polymerase 1 (PARP1) dar. PARP1 verfügt 
über eine Bindungsdomäne mit Präferenz für Einzelstrangbrüche in der DNA. Durch 
Poly-(ADP-ribosy-)lierung werden dann verschiedene Akzeptorproteine katalysiert, 
die in der Chromatinarchitektur (Histone, High mobility group proteins), 
Replikationsprozessen oder der DNA-Reparatur (XRCC1) involviert sind (Caldecott 
1996, D’Amours 1999, Bouchard 2003, Heale 2006). 
Ob dieser Prozess auch durch O6-meG-Läsionen aktiviert wird, ist bisher unklar. 
Erste Hinweise dafür gehen aus der Arbeit von Menissier de Murcia et al. (1997) 






Gegensatz zum Wildtyp extrem sensitiv auf methylierende Agenzien wie MNU 
reagieren (Menissier de Murcia 1997, Trucco 1998). Neue Studien deuten zudem an, 
dass PARP1 mit dem XPC-Protein kooperiert (Pines 2012). XPC besitzt eine 
potentielle PAR-Bindungsstelle (Gagne 2008) und wird nach UV-Schadensinduktion 
von PARP1 modifiziert. PARP1 aktiviert zudem weitere „chromatin remodeling 
proteins“ wie ALC1 (Amplified in Liver Cancer 1) oder auch das DDB2-Protein, die 
das Aktivierungspotential der NER-Komponenten fördern. Auch kann PARP1 direkt 
das XPC-Protein (post-translational) modifizieren und dadurch dessen 
Reparaturkapazität optimieren (Pines 2012).  
Diese Ergebnisse können einen wichtigen Ansatzpunkt für die Tumortherapie von 
alkylierenden Chemotherapeutika geben. Neu entwickelte PARP-Inhibitoren zeigen 
in humanen Fibroblasten nach UV-Bestrahlung eine verminderte Rekrutierung von 
XPC zur Schadensstelle (Luijsterburg 2012). Auch nach einer Behandlung mit dem 
methylierenden Zytostatikum Temzolomid (TMZ) werden Glioblastomzellen durch 
eine zusätzliche PARP-Inhibition deutlich sensitiviert (Sarkaria 2008). Trotz dieses 
Erfolges bei verschiedenen Zelllinien zeigt sich aber, dass PARP-Inhibitoren in 
Kombination mit einer TMZ-basierten Therapie bei Melanom-Patienten die toxischen 
Nebenwirkungen im Knochenmark (Myelosuppression) deutlich verstärken (Plummer 
2005). Wie in Kap. 5.4 beschrieben verfügen Stamm- und Vorläuferzellen des 
hämatopoetischen Systems nur über eine geringe MGMT-Aktivität und demnach nur 
über eine limitierte Kapazität zur Reparatur TMZ-induzierter O6-meG-Läsionen. 
Ausgehend von den aktuellen Daten über die Interaktion von PARP und XPC kann 
nun geschlossen werden, dass die verstärkte Myelosuppression bei den Patienten 
auf einer zusätzlich reduzierten Exzisionsreparatur der O6-meG-Läsionen beruht. 
Eine attraktive Strategie, die Myelosuppression bei TMZ-behandelten Patienten zu 
verringern und gleichzeitig die Antitumorwirkung des Zytostatikums zu erhöhen, stellt 
ein retroviraler Gentransfer einer O6-BG-resistenten MGMT-Mutante in die 
hämatopoetischen Stammzellen dieser Patienten dar. Bei einer 
Kombinationstherapie mit TMZ plus O6-BG sollte dann das blutbildende System 
durch die transgene MGMT effizient geschützt sein, während die Tumorzellen durch 
die Inaktivierung der endogenen MGMT stark sensitiviert werden. Dieses Konzept 
wurde, nach intensiven Vorstudien im Maussystem, erstmals erfolgreich in der Klinik 
durchgeführt (Milsom 2008, Adair 2012). Zusätzlich kann gezeigt werden, dass 






vorweisen, durch die Behandlung mit einem PARP-Inhibitor gegenüber TMZ stärker 
sensitiviert werden als vergleichbare MMR-profiziente Zellen (Curtin 2004).  
Dies könnte ein interessanter therapeutischer Ansatz bei MMR-defizienten Tumoren 
wie Kolonkarzinom oder Glioblastom sein, da die hämatopoetischen Zellen dieser 
Patienten mit funktionsfähiger Mismatch-Reparatur besser geschützt sind (Curtin 
2004, Sarkaria 2008).  
 
5.8 Fazit und Ausblick 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass O6-meG-Addukte neben der direkten 
Demethylierung durch das MGMT-Reparaturprotein alternativ auch über einen 
Nukleotid-Exzisionsreparaturweg aus der genomischen DNA von primären 
Mauszellen entfernt werden können. Dabei erkennt das XPC-Protein den Schaden 
und rekrutiert vermutlich weitere Komponenten des NER-Komplexes zur 
Schadensstelle, um die Reparatur einzuleiten. Das XPA-Protein scheint für die O6-
meG-Reparatur, zumindest auf Gesamt-genomischer Ebene, nur bedingt notwendig 
zu sein. Offensichtlich sind aber noch weitere Faktoren an dieser Exzisionsreparatur 
beteiligt, wie die essentielle Rolle von FancD2 zeigt. Zum derzeitigen Wissensstand 
ist das FancD2-Protein als einzige Komponente des FA-Signalweges direkt an dem 
Reparaturprozess beteiligt. Möglicherweise interagiert FancD2 über PCNA und die 
NER-Endonukleasen XPF-ERCC1 und XPG, die nach Heranführen an die 
Schadensstelle die Exzision der O6-meG-haltigen Nukleotidsequenz vornehmen. Die 
Wiederauffüllungs- und Ligationsschritte könnten dann ebenfalls über den NER-
Mechanismus ablaufen. Zusätzlich kann PARP1 oder das DDB2-Protein die 
Zugänglichkeit für XPC optimieren und die Reparatur der O6-meG-Läsionen 
unterstützen. Die möglichen Interaktionspartner, die direkt oder indirekt an der O6-
meG-Reparatur mitwirken, sind in folgendem Modell dargestellt (Abb. 51). 
Weiterhin wurde in dieser Arbeit der relative Beitrag des alternativen 
Reparaturweges für den Schutz vor den biologischen Auswirkungen einer 
Alkyanzien-Exposition in vivo herausgearbeitet. Die Komponenten XPC und FancD2 
schützen hämatopoetische Stamm- und Vorläuferzellen vor den zytotoxischen 
Eigenschaften von MNU und sichern damit das Zellüberleben, auch wenn die 
endogene MGMT-Aktivität blockiert ist. Eine ähnliche Schutzfunktion weisen die 






System der Maus auf. Das XPA-Protein scheint in diesem Zusammenhang eine 
besondere Funktion zu besitzen. In Anwesenheit aktiver MGMT hat ein 
Funktionsverlust von XPA keine nennenswerte Auswirkung auf den hämatotoxischen 
und karzinogenen Effekt von MNU. Eine gleichzeitige Depletion der MGMT-Aktivität 
führt demgegenüber bei diesen Tieren zu einem dramatischen Anstieg sowohl der 
Myelosuppression als auch der Lymphominzidenz nach MNU. Dieser Befund war 
insofern überraschend, als nach einem vereinfachten Modell das Absterben kritisch 









in der DNA können auf unterschiedliche Weise repariert werden. Eine effiziente Korrektur erfolgt über 
die MGMT, die die Methylgruppe vom Guanin auf ein internes Cystein überträgt und dadurch den 
Schaden repariert (A). Passiert das O
6
-Methyladdukt die Replikation, entsteht ein O
6
-meG:T 
Basenfehlpaar. Dieses kann weiterhin von der MGMT demethyliert werden mit nachfolgender 
Reparatur der dann vorliegenden G:T-Fehlpaarung durch die MMR zur ursprünglichen G:C-Situation 
(A) oder nach einer weiteren Replikation zu einer fixierten G:C->A:T Mutation werden (B). Erkennt die 
MMR den persistierenden Methylierungsschaden, versucht sie durch futile repair cycles diesen zu 
beheben, indem wiederholt ein Thymin gegenüber dem O
6
-meG eingebaut wird. Dies führt zu 
wiederkehrenden Einzelstrangbrüchen, die während einer erneuten Replikation zu letalen 
Doppelstrangbrüchen führen können (C). Zusätzlich kann ein O
6
-meG-Schaden auch von den 
Komponenten des alternativen Exzisionsreparaturweges erkannt und repariert werden (D). Dabei 
unterstützt wahrscheinlich der Chromatinfaktor PARP1 sowie das DDB2-Protein die Zugänglichkeit 
von XPC zur Schadensstelle. XPC kann daraufhin im direkten oder indirekten Zusammenspiel mit 
dem FancD2-Protein den Reparaturprozess durchführen. Dieser Mechanismus greift aber 
sinnvollerweise nur vor der ersten Replikation, solange im Gegenstrang noch das korrekte Cytosin als 
Kopiervorlage vorhanden ist. Vermutlich sind auch die Endonukleasen XRCC1-XPF und XPF sowie 






Aufgelöst werden könnte dieser Widerspruch dadurch, dass die beobachtete 
Myelosuppression und die Tumorbildung von verschiedenen Zellkompartimenten der 
Hämatopoese mit unterschiedlichem Sensitivitätsprofil ausgehen. 
Bei der Messung der MNU-induzierten Mutationsrate ließ sich ein solch klarer 
Unterschied zwischen den Mäusen mit unterschiedlicher Reparaturkompetenz für O6-
meG nicht nachweisen. Dies könnte auf der Tatsache beruhen, dass das 
Indikatorgen lacZ in den Mauszellen nicht exprimiert wird und deshalb anderen 
Reparatureffekten unterliegt wie beispielsweise den aktiven Transformations-
relevanten Tumorsuppressor- und Onkogenen.  
Die Fragen zum genauen molekularen Mechanismus des alternativen 
Reparaturweges konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht abschließend geklärt 
werden. Es bleibt offen, ob XPC und FancD2 möglicherweise kooperativ an der 
Entfernung der O6-meG-Läsionen über einen gemeinsamen Reparaturweg beteiligt 
sind. Vorversuche, eine XPC(-/-)/FancD2(-/-)-Doppel-knockout-Mauslinie zu generieren 
schlugen fehl. Vermutlich sind solche Tiere wegen der Bedeutung des FancD2-
Proteins für die Funktionalität des FA-Komplexes und der bei seinem Ausfall 
beobachteten Letalität auf dem Hintergrund einer zusätzlichen NER-Defizienz nicht 
lebensfähig. Um die funktionelle Bedeutung von XPC und FancD2 für die Reparatur 
von O6-Methylguaninschäden noch besser herauszustellen, könnten 
Reparaturkinetiken an Mäusen mit einem MGMT(-/-)-Hintergrund durchgeführt 
werden. Alle bisherigen Daten wurden lediglich unter temporärer pharmakologischer 
Blockierung der MGMT-Aktivität erhoben. 
Zudem konnte festgestellt werden, dass der alternative Reparaturweg nicht nur auf 
O6-Methylierungsschäden zugreift, sondern zum Beispiel auch die durch Cisplatin 
hervorgerufenen Intrastrang-Verknüpfungen (Pt-[GpG]-Addukte) aus der DNA 
entfernen kann. Wie umfangreich das Substratspektrum dieses Mechanismus ist, 
könnte durch die Analyse weiterer DNA-Schadenstypen untersucht werden.  
Schließlich sollte zukünftig auch ein Augenmerk auf bestimmte Chromatin-
modulierende Faktoren gerichtet werden, da erste Studien andeuten, dass z.B. 
PARP1 eine wichtige Rolle für die Zugänglichkeit des XPC-Proteins zur 
Schadensstelle ausübt. Unter diesem Aspekt könnten auch Proteine wie ALC1 oder 







Aufgrund ihres hohen zytotoxischen, mutagenen und karzinogenen Potentials sind 
DNA-Alkylierungen an der O6-Position des Guanins äußerst riskant sowohl für Zellen 
als auch für Organismen. Deshalb verfügen Säugerzellen über effiziente 
Reparaturmechanismen, über die diese kritischen Läsionen aus dem Genom entfernt 
werden können. Neben der gut untersuchten direkten De-Methylierung durch das 
MGMT-Protein ist kürzlich ein alternativer Exzisions-Reparaturweg für O6-meG in 
humanen Zellen entdeckt worden. 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde nun geklärt, dass dieser Reparaturmechanismus 
auch in allen daraufhin untersuchten Primärzellen der Maus nachweisbar war und 
das die Proteine XPC und FancD2 dabei eine essenzielle Funktion hatten, während 
ein Verlust von XPA nur zu einer verlangsamten Exzisionsreparatur von O6-meG 
führte. Im Weiteren wurde analysiert, welche relative Schutzwirkung die beiden 
konkurrierenden Reparaturmechanismen unter in vivo-Bedingungen für das Risiko 
von biologischen Endpunkten wie Zelluntergang oder Tumorentstehung, haben. 
Dazu wurden Reparatur-profiziente und -defiziente Mäuse mit dem Alkylanz N-
Methyl-N-Nitroseharnstoff (MNU) behandelt und die zytotoxische Auswirkung auf die 
Hämatopoese, dem Alkylierungs-sensibelsten Zellsystem der Maus, anhand der 
Myelosuppression im peripheren Blut registriert. Ferner wurde in 
Langzeituntersuchungen das Auftreten von malignen Veränderungen (Lymphomen) 
bei den MNU-exponierten Tieren analysiert.  
Der funktionelle Ausfall von XPC oder FancD2 führte, überaschenderweise 
unabhängig von der MGMT-Aktivität, zu einer signifikanten Verstärkung sowohl der 
Zytotoxizität bei hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen (Myelosuppression) 
als auch der Karzinogenese (T-Zell-Lymphome). Demgegenüber zeigte ein 
Funktionsverlust der MGMT-vermittelten Reparatur oder des XPA-Proteins deutlich 
geringe Auswirkungen auf Ausmaß beziehungsweise Häufigkeit der beiden 
Endpunkte. Waren die Mäuse hingegen sowohl für MGMT als auch für XPA defizient, 
zeigten sie die mit Abstand höchste Suszeptivität für Zelluntergang und maligne 
Transformation nach MNU-Exposition.  
Bei der Bestimmung der Mutationsrate in Knochenmarkzellen der verschiedenen 
Mauslinien anhand einer transgenen lacZ-Sequenz fand sich eine etwa zehnfache 
Erhöhung dieser Werte nach MNU-Behandlung, aber kein signifikanter Unterschied 






des Indikatorgens zeigten sich jedoch bei den Reparatur-defizienten Mäusen 
Hinweise auf das vermehrte Auftreten von Punktmutationen, die von persistierenden 
O6-meG-Addukten herleitbar waren.  
Der hier in seiner biologischen Funktion erstmals näher charakterisierte alternative 
Exzisions-Reparaturweg ist offenbar nicht nur auf die Entfernung von Guanin-O6-
Alkylierungen aus der DNA beschränkt, sondern greift beispielweise auch auf 
Cisplatin-induzierte Läsionen zu und hat höchstwahrscheinlich einen großen Einfluss 
auf die therapeutische Wirksamkeit sowie auf das Nebenwirkungsspektrum von 
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